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esultados obtidos em tese de

doutorado defendida no Insti-

tuto de Quimica (IQ) oferecem

uma contribui¢do significativa

para diagnostico e programas

de controle da leishmaniose visceral (LV), a

forma mais grave da doenga provocada pelo

protozodrio Leishmania, e responsavel por

indice elevado de ébitos. O autor da tese,

Dénio Emanuel Pires Souto, desenvolveu

biossensores para detec¢ao de anticorpos es-

pecificos da LV que permitem andlises mais

rapidas, sensiveis e seletivas em compara-

¢do as andlises obtidas em ensaios empre-

gados em rotinas clinicas — e, melhor, que

podem ser estendidos para outras doengas,

como a de Chagas. O estudo foi orientado

pelo professor Lauro Tatsuo Kubota, no seu

Laboratério de Eletroquimica, Eletroanaliti-
ca e Desenvolvimento de Sensores.

“O foco do trabalho em nosso laboraté-
rio consiste no desenvolvimento de bios-
sensores voltados para as doengas negligen-
ciadas, sendo estas assim chamadas porque
acometem as populagdes mais carentes e
nao recebem a atenc¢io devida de érgaos go-
vernamentais e industrias de medicamen-
tos”, afirma Dénio Souto. “Acho um bom
momento para divulgarmos a importancia
de métodos alternativos para diagnostico
da leishmaniose visceral, visto que em 2015
tivemos um Nobel de Fisiologia e Medicina
relacionado a doengas negligenciadas [para
o irlandés William Campbell e o japonés
Satoshi Omura, que criaram novas terapias
para verminoses, e para a chinesa Youyou
Tu, por uma nova terapia contra a maldria].
Espero que governos e empresas invistam
mais nesta area.”

O autor da tese recorreu a técnicas que
ele vem estudando desde o seu mestrado
e que sao bastante dominadas pelo grupo
do professor Kubota, a ressondncia de plas-
moéns de superficie (SPR na sigla em in-
glés) e a microbalancga de cristal de quartzo
(QCM), para o desenvolvimento de biossen-
sores como novas ferramentas de diagnosti-
co da LV. “Publicamos um primeiro traba-
lho demonstrando que é possivel detectar a
leishmaniose visceral com a técnica de SPR,
a qual apresentou vantagens em relaciao aos
testes normalmente empregados em labo-
ratdrios clinicos, como maior sensibilidade
e especificidade e menor tempo de analise.
Estas observagdes nos encorajaram a inves-
tir em estudos nessa area, tornando-se o
tema central de minha tese de doutorado”.

Dénio Souto explica que as formas da
leishmaniose variam conforme as espécies
do parasita (Leishmania) e manifestagoes
clinicas da doenca: além da LV, as leishma-
nioses também sao divididas em sua forma
tegumentar (LT), que leva a complicagoes
cutdneas, e a mucocutinea (LMC), que
atinge as mucosas. “O individuo infectado
possui o parasita na corrente sanguinea, o
que induz uma resposta imunolégica. Os
ensaios mais utilizados em analises de roti-
nas clinicas sao o Elisa (imunoadsorvente)
e a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(IFI), que detectam os anticorpos especifi-
cos da LV no soro de pacientes. Em geral,
os laboratérios clinicos demoram na entre-
ga do diagndstico e utilizam grande variagao
das metodologias.”
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Dispositivo usado
nos experimentos:
biossensores
detectam anticorpos
especificos da LV

Mais rapidos e sensiveis

Segundo o pesquisador, mais de 90%
das infec¢Oes da leishmaniose visceral estao
concentradas na India, Brasil, Bangladesh,
Nepal e Sudao (nesta ordem), mas estudos
mostram um aumento de casos em todo o
mundo e a expectativa de que as mudangas
climaticas venham a causar impacto signi-
ficativo na Europa. “Existem sintomas ca-
racteristicos da LV, como febre alta, dor de
cabeca, anemia, e outros mais especificos
que s3o os inchagos do figado (hepatome-
galia) e do bago (esplenomegalia). Em areas
endémicas, os exames sio feitos periodica-
mente em praticamente toda a populagio,
principalmente porque ha os pacientes as-
sintomaticos. Uma vez acometido pela LV
e havendo comprometimento das visceras,
o paciente que n3o é tratado corretamente
pode ir a dbito em pouco tempo.”

KITS DE DIAGNOSTICO

Além do desenvolvimento dos biossen-
sores de SPR e QCM, Souto utilizou estes
dispositivos em estudos cinéticos para de-
monstrar, em termos quantitativos, a eleva-
da afinidade de ligacao de novas proteinas

De acordo com a literatura, o niimero de ca-
sos de leishmaniose esta intimamente relacio-
nado a situacdo econdmica da regido. A leish-
maniose visceral (LV), também conhecida como
“calazar”, é a forma mais grave, em que parasi-
tas de Leishmania saem do local de inoculagéo
e proliferam no figado, bago e medula 6ssea,
resultando em imunossupressao do hospedeiro.
Esta capacidade de penetragao do parasita em
drgdos vitais do sistema fisioldgico humano
resulta em elevado indice de mortalidade em
individuos infectados que ndo tém acesso a
tratamento adequado.

A LV na literatura

recombinantes do protozodario Leishmania
infantum frente a anticorpos da LV. “Se o
foco inicial era comparar a nossa técnica
com os métodos convencionais, fomos ob-
servando que o fendmeno da ressonincia
de plasmons de superficie auxiliou na com-
preensao das interag¢des entre os antigenos
e anticorpos especificos da LV: como ocor-
re a interagdo, qual a afinidade de ligagao,
como ocorre a infec¢ao.”

O autor da pesquisa conta que o foco
passou a ser a compreensao do sistema em
nivel molecular, investigando novas prote-
inas. “Temos constatado através de nossa
metodologia e mesmo em ensaios conven-
cionais como o Elisa, que o tipo de proteina
(antigeno) interfere diretamente na confia-
bilidade dos resultados. Ainda no Brasil,
se utiliza alguns extratos brutos do proto-
zodrio causador da doenga para detectar os
anticorpos. Com o avango da tecnologia de
DNA recombinante, tem-se verificado que
as proteinas recombinantes deste protozo-
ario oferecem melhor especificidade, dimi-
nuindo significativamente as rea¢des cruza-
das com outras doencas. Por exemplo: um
individuo infectado com leishmaniose pode

Os sintomas tipicos da LV séo: febre, perda
de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, lin-
fadenopatia e anemia. O agente etiologico mais
encontrado nas Américas e no norte da Africa
¢ a espécie Leishmania infantum, também con-
hecida como Leishmania chagasi. Nas Améri-
cas, 0 agente etioldgico da LV mais comumente
encontrado é a espécie Leishmania infantum,
sendo a principal via de transmissao desse pro-
tozodrio através da picada de insetos do género
Lutzomyia, 0 “mosquito palha” ou “birigui”. A LV
é considerada uma zoonose nas Américas, uma
Vez que 0S Caes ou outros canideos sao os prin-
cipais hospedeiros do parasita.

O autor da tese, Dénio Emanuel Pires Souto: foco nas doencas tidas como negligenciadas

responder para doenga de Chagas, falsos po-
sitivos e falsos negativos sao muito comuns
nessas doencas.”

Para avaliar novas proteinas, Dénio Sou-
to firmou uma colaboragdo com um grupo
de pesquisa da UFMG, coordenado pela
professora Helida de Andrade. Em sua tese
de doutorado, a pesquisadora Anggélica Faria
realizou um estudo protedmico em que pro-
teinas inéditas foram sintetizadas. “Eles nos
forneceram algumas proteinas, avaliamos
como reagiam com os anticorpos e conse-
guimos comprovar uma alta afinidade de li-
gacao com os anticorpos da LV por meio de
estudos cinéticos. Este resultado em nivel
molecular, somado aos resultados do grupo
da UFMG, constituiram importantes provas
da viabilidade do emprego destas proteinas
no diagndstico. Hoje em dia existem kits de
diagndstico com essas proteinas para detec-
¢4o da doenca.”

O DESAFIO NO POS-DOC

O pesquisador impds junto as atividades
de seu pos-doutoramento o desafio de de-
senvolver um equipamento de SPR portatil,
com o objetivo de levar as metodologias de-
senvolvidas para diagnostico da LV a areas
endémicas. “Nas pesquisas realizadas até
0 momento recorremos a equipamentos de
porte, comerciais, complicados de se utilizar
em campo. Um dispositivo miniaturizado é
desejavel porque a realidade, hoje, é que as
pessoas precisam se deslocar até o laborato-
rio para realizar o teste, que é feito através
de soro ou do sangue. Acredito que é possi-
vel em um futuro muito préximo construir
um dispositivo tendo fibras épticas como
nanossensores e realizar o ensaio in vivo,
com resultado imediato.”

Neste sentido, o autor da tese ja iniciou
conversagoes com o grupo do professor
Hugo Figueroa, da Faculdade de Engenharia
Elétrica e de Computagao (FEEC) da Uni-
camp, que ja trabalha com dispositivos simi-
lares e estao construindo um voltado a SPR.
“Como somos da quimica analitica, temos
limitagbes para construir os componentes
eletronicos do dispositivo. Paralelamente,
queremos manter a colabora¢do com o pes-
soal da UFMG, que tem desenvolvido vaci-
nas contra leishmaniose visceral, inclusive
com patentes e testes preliminares no siste-
ma publico de saade. Também devo passar
um periodo na Argentina, com pesquisado-
res do Centro de Innovacién Tecnoldgica
Empresarial y Social (Cites), interessados
em testar nossas metodologias em disposi-
tivos portateis que eles construiram.”

Dénio Souto considera importante am-
pliar a rede de cooperagido para aprimorar
o diagndstico da LV, principalmente pela
preocupagao com 0s casos assintomaticos
da doenca. “H4 muitos estudos buscando
descobrir o porqué da doenca e estamos
contribuindo com uma parte fundamental,
em nivel molecular. Vale salientar que os
biossensores construidos, embora desenvol-
vidos inicialmente para LV, podem ser apli-
cados para diversas doengas. Em outra pes-
quisa do nosso grupo, focamos na doenca de
Chagas, inclusive validando o estudo atra-
vés de ensaios com dezenas de amostras de
soros de pacientes positivos (para inimeras
doengas) e negativos. Existe um espectro
amplo de aplicagOes desses (bio)sensores.”



