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Na mesma hora

Cientistas identificam em tempo real substéncias existentes em alimentos e materiais diversos

O paciente da entrada no pronto-socor-
ro. Os médicos suspeitam de intoxicagio por
salicilato, produto da hidrélise do dcido ace-
tilsalicilico,aaspirina. A dose terapéuticaea
dose toxica dosalicilato sdo muito proximas.
Em niveis altos, o salicilato causa lesdes no
estémago, diminuigdo da capacidade auditi-
va, vertigens ¢ zumbidos. Em
doses ainda mais altas, pode ser
fatal pela depressaorespiratoria.
Rapidamente, os médicos tiram
uma amostra do sangue do paci-
ente e fazem um teste rapido e
econdmico, usando umbiossen-
sor. Logo, o diagnostico ¢ con-
firmado ou desmentido.

“A detecgdo de substin-
ciasemtempo real é atendéncia
daquimicaanalitica para o futu-
ro”,diz o professor Lauro Tatsuo
Kubota, do [nstituto de Quimi-
ca da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp). “E cada
vez maior a preocupacdo dos
quimicos de determinarem tem-
po real, e preservando ao maxi-
mo as condigdes existentes na
natureza, 0s compostos ou subs-
tancias presentes em alimentos
e materiais de interesse clinico,
bioldgico ou ambiental.”

O professor Lauro tem ba-
ses para opinar. Ele é coordena-
dor do projeto temético Estudo
e Desenvolvimento de Novos
Sistemas de Detecgdo paraApli-
cagdes Analiticas, um dos mais
completos trabalhos ja feitos no
Brasil sobre o assunto, que esta
sendo realizado em Campinas
com o apoio da FAPESP. O pro-
jeto,iniciadoem 1995, jaalcan-
¢ou todos os objetivos fixados
no inicio. Mas os pesquisadores
pedirama prorrogagio do prazo
de conclusao para abril do pro-
ximoano. Nesse periodo preten-
dem aperfeigoar, justamente, a sensibilidade
dos biossensores que detectama presenga de
salicilato no sangue, urina, cosméticos ¢ em
medicamentos.

Pronto atendimento

Um primeiro biossensor para salicilato
desenvolvido pelo projeto ja foi testado e
comparado comametodologiaaplicada hoje
no Hospital das Clinicas da Unicamp. Empa-
tou quanto a precisao dos resultados, ganhou

em simplicidade e em economia. Além dis-
so, como faz a anélise em tempo real, permi-
te que o paciente seja rapidamente atendido
em casos de intoxicagdo. O biossensor tam-
bém foi usado na analise de medicamentos,
para determinar a proporgio do dcido acetil-
salicilico que ja foi hidrolisado para a forma

Lauro Kubota: biossensor de fibra de carbong com enzima imobilizada e estivel, menor do que uma esferografica

de salicilato. Isso é importante, pois o remé-
diotemagdo maiseficazantes que oacidoseja
hidrolisado.

Além do biossensor para salicilato, fo-
ram desenvolvidos, como parte do projeto,
biossensores paracompostos fendlicos, oxa-
lato e acido isocitrico. A partir deles, foram
desenvolvidos outros biossensores, jaemuso
corrente no Laboratorio de Eletroquimica e
Eletroanalitica de Desenvolvimento de Sen-
sores da Unicamp. Esse laboratorio foi mon-
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tado a partir de 1995, com recursos da FA-
PESP, destinados ao projeto tematico e a ou-
tros projetos em curso na instituigao.

Concelto pioneiro

O primeiro coordenador do projeto foi
o professor Graciliano de Oliveira Neto, na
época chefe do Departamento de
Quimica Analitica do Instituto
de Quimica da Unicamp. Ele &
considerado o introdutordo con-
ceito de biossensores no Brasil.
Quando Oliveira Neto se apo-
sentou na Unicamp, em 1998,
para tornar-se coordenador-ge-
ral dos cursos de pos-graduagao
da Universidade Sao Francisco,
em Braganga Paulista, passou a
coordenagdo ao professor Lauro.

Além dos dois, participam
do trabalho os professores Ma-
thieu Tubino, subcoordenador;
Wallace Oliveira, que se aposen-
tou durante o projeto e foi subs-
tituido por Ivo Raimundo; Célio
Pasquini; Nélson Duran; e Hi-
deko Yamanaka. Com excegdo
daprofessora Hideko, que traba-
lha no Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista
(Unesp) em Araraquara, todos
pertencemao Instituto de Quimi-
ca da Unicamp.

O projeto também envolve
estudantes de diversos niveis.
Ele jarendeuum pés-doutorado,
jaencerrado; quatro doutorados
encerrados e dois em andamen-
to; quatro mestrados encerrados
¢ um em andamento; ¢ trés ini-
clagoes cientificas, encerradas.
Foram publicados 18 artigos ge-
rados pelo projeto em publica-
¢oes cientificas; outros foram
aceitos pelos editores ¢ aguar-
dam publicagdo e hd maisalguns
em fase de conclusdo. Além dis-
so, contribuiu para varios artigos publicados
pelos pesquisadores sobre trabalhos desen-
volvidos fora do projeto temdtico.

Agulhas no capim

Alémdousoem laboratorio, os sistemas
desenvolvidostém varias aplicagdes praticas.
Obiossensorpara oxalato, porexemplo, pode
ser usado em exames de urina, nas analises
clinicas, em alimentos e mesmo na pecudria.
Algumas vezes, o capim do qual o gado se
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alimenta tem quantidades muito altas de oxa-
lato e os cristais desenvolvidos formam
verdadeiras agulhas, que podem até mesmo
espetara garganta e matar o animal por asfi-
xia. Uma analise rapida e simples evitaria
esse problema, levando ao isolamento dos
pastos onde se apresenta o problema. Para
identificar o oxalato, os pesquisadores de-
senvolveram um sistema que usa a enzima
oxalato oxidase, encontrada em boas quan-
tidades nos grios de sorgo e de cevada.

O sistema que reconhece e quantifica
o dcido isocitrico, que funciona a partir da
enzima isocitrato dehidrogenase, mostra
claramente se um suco de laranja foi ou ndo
adulterado. Existe uma proporgio correta
entre o acido isocitrico e os outros acidos
existentes no suco de laranja. Determinan-
do-seaquantidade de dcido isocitrico pode-
se identificaraadulteragio do suco. O suco
destinado a exportagdo precisa ter uma cer-
ta proporgdo de acido isocitrico ¢ ja houve
casos em que vendedores adulteraram o
suco para obteresse padrdo. A aplicagdo do
teste, assim, pode servir de garantia da qua-
lidade do produto, importante para o Bra-
sil porsero maior exportador de suco de la-
ranja do mundo.

Os biossensores que distinguem os di-
ferentes compostos fendlicos tém muito
potencial de aplicagdo nas industrias. To-
dos os efluentes industriais tém diversos
compostos fendlicos, mas nem todos sdo
poluentes toxicos. A correta identificagdo
dos compostos pode, assim, simplificar e
tornar menos caros os processos de con-
trole da poluigdo. Isso ¢ feito a partir de pe-
roxidases, substancias encontradas em ve-
getais como o nabo e o abacaxi. Cada pe-
roxidase reage preferencialmente com um
determinado composto fenélico. Ha mais.
Osbiossensores desenvolvidos pela equi-
pe da Unicamp multiplicaram por cerca de
100 a sensibilidade da analise em termos
quantitativos.

Fm teste: 0s a1

Duas partes

O biossensor ¢ formado de duas partes,
ocomposto biologico e o transdutor. O com-
posto biologico faz o reconhecimento de
ions ou moléculas das substincias procura-
das por meio de umareagdo quimica. O com-
posto pode ser uma enzima, um antigeno, um
anticorpo, uma seqiiéncia de bases de DNA,
uma célula ouum grupo de células reunidos
num tecido. A natureza do composto € deter-
minada, basicamente, pelo que vai ser pro-
curado na amostra.

O transdutor ¢ um objeto em forma de
bastdo. Pode ter diversos tamanhos, de uma
canetaesferografica ao de uma fragao de mili-
metro, quando tem-se um ultramicrotransdu-
tor. Ele converte a energia gerada pela reagio
de reconhecimento da substancia numa forma
que pode ser medida. Essa forma pode serum
impulso, potencial ou corrente elétrica; uma
mudanga de cor, quando ¢ chamada de trans-
dugdo optica; ou mesmo uma mudanga de
massa, que conduz, por exemplo, a uma mu-
danga na freqtiéncia da vibragdo de um cristal
piez elétrico, entre outras.

Quando ocorre a transdugdo, o proces-
so estd pronto. “Sei se a substancia procura-
da existe na amostra e, em caso positivo, a
quantidade na qual esta presente”, diz o pro-
fessor Lauro. Normalmente, o transdutor é
acoplado aum instrumento de medigdo. Esse
instrumento recebe o sinal do transdutore o
traduz em quantidades e proporgdes.

Amplificagio elegante

Para aperfeigoar os
biossensores que identifi-
cam o salicilato, os pesqui-
sadores agora pretendem
amplificar o sinal recebido
pelosistema usando os pro-
prios compostos envolvi-
dosnareagdo. Os pesquisa-
dores chamam esse proces-

so de amplificagdo elegante. O trabalho co-
mega quando o biossensor entra em contato
com a solugdo que serve de amostra. Se hou-
versalicitatonasolugdo, aenzimasalicitato hi-
droxilase reage com ele e produz catecol, que
¢ oxidado na superficie do biossensor e perde
dois elétrons, gerando uma corrente elétrica.

Ao perder os dois elétrons, o catecol se
transforma em ortoquinona. A ortoquinona
reage com a nicotinamida adenina dinucle-
otideo (NADH) presente na solugio e rege-
nera o catecol, que volta a perder dois elé-
trons e gera nova corrente elétrica. Essa cor-
rente, entdo, amplifica o sinal. Se a seqiién-
cia for bem calibrada, sabe-se logo a quan-
tidade de salicilato que participou dareagio.
“A amplificagio elegante aumenta em cer-
cade 1.000 vezes a sensibilidade do biossen-
sor”, diz o professor Lauro.

Ostestes, por enquanto, limitam-se ao
ambiente da Universidade. Sua entrada no
mercado normal depende de aspectos bu-
rocraticos ligados as patentes. “Do ponto de
vista cientifico, esta tudo pronto”, afirma
o professor Lauro. Para o futuro, ha um
vasto campo a espera dos pesquisadores.
“Jd existe uma boa perspectiva de fazer re-
conhecimento de DNA por meio de bios-
sensores”, diz o professor. Ainda mais por-
que, como parte do projeto, os pesquisado-
res também estdo trabalhando para minia-
turizar os biossensores.

No exterior, pesquisadores ja consegui-
ram introduzir eletrodos nos tecidos cerebrais
de animais de laboratorio, para estudar o me-
canismo do funcionamento dos neurotrans-
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bre doencas como a de-
pressdo,aescleroseeomal
de Parkinson. Infelizmen-
te, porém, ndo consegui-
ram ainda uma boa seleti-
vidade. Nesse campo, a
equipe da Unicamp tem
muito para dar. Os neuro-
transmissores sdo basica-
mentecompostos fendlicos
eumadasareas nasquais os
biossensores desenvolvi-
dos pela equipe se mostra-
ram mais eficientes €, jus-
tamente, a da detecgio dos
compostos fenolicos.
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Perfil:

O professor Lauro Tatsuo Kubota tem 35
anos e formou-se em Quimica pela Univer-
sidade Estadual de Londrina em 1985.
Fez o mestrado na Unesp, o doutorado na
Unicamp e o pos-doutorado na Universi-
dade de Lund, na Suécia. E especialista
em biossensores desde 1993 e professor
do Instituto de Quimica da Unicamp des-
de 1994,

Pesquisa: Estudoe Desenvolvimento de No-
vos Sistemas de Deteccao para Aplicacoes
Analiticas

Investimento: R 236.8 mil



