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Resumo

A fucosidose é uma doenca decorrente da deficiéncia da
a-fucosidase, que acarreta acumulo de glicolipidios e
glicoproteinas ndo degradadas nos lisossomos,
ocasionando morte celular, deficiéncia intelectual,
deméncia e perda da visdo. O diagnéstico para essa
doenca é feito por exames moleculares ou de atividade
enzimatica, os quais sdo caros e laboriosos. A deteccdo
de biomarcadores por métodos eletroquimicos tem se
mostrado uma ferramenta eficiente, dada a facilidade de
manuseio, baixo uso de reagentes, baixo custo, e de
resposta rapida. Neste sentido, este projeto consiste na
construgcdo de um sistema para a detecgdo da proteina
fucosidase por voltametria de onda quadrada. Foi
desenvolvida uma plataforma a partir de eletrodo de
carbono vitreo oxidado (ox-ECV) funcionalizado com
proteina A (ProtA) para a ancoragem de anticorpos
monoclonais. Essa plataforma foi otimizada por
planejamento fatorial e as melhores condigbes de
concentracdo de anticorpo e tempo de incubag&o foram
de diluicdo 1:250, por 90min. A plataforma foi capaz de
detectar a presenca do biomarcador no sistema

construido, mostrando-se promissora.
Introducao

Fucosidose é uma patologia autossémica recessiva com
caracteristica  neurodegenerativa  relacionada a
biossintese da enzima a-L-fucosidase. A atividade desta
enzima estad ligada a catdlise da clivagem de uma
molécula de fucose no fim do processo de degradacao de
glicolipidios e glicoproteinas. E um distdrbio raro e com
diagnéstico baseado em achados clinicos e de imagens
gue ocorrem de forma tardia e que s&o inconclusivos para
conter os avan¢cos da doenca. Neste sentido, os
imunossensores eletroquimicos surgem como alternativa
diagnéstica. Tais sistemas sao baseados na formacao de
imunocomplexos na superficie de um eletrodo, a partir da
imobilizacdo de antigenos ou anticorpos sobre a sua
superficie. O sensor quando incubado na solucdo de
interesse, é capaz de se ligar ao seu alvo especifico a
partir da interacdo antigeno-anticorpo, gerando sinais

elétricos que podem ser detectados.

A construcao do imunossensor foi baseada em eletrodos
de ox-ECV por voltametria ciclica em meio de H2SO4 (0,5
mol L1), tratados com 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida, 100 mmol L-1 e N-hidroxisuccinimida , 50
mmol L-1, modificado com moléculas de ProtA 1:500 e
lavado em tampao PBS 0,15 mol L-1 (pH 7,4). Para os
ensaios piloto para validagcdo da plataforma, foram
utilizados anticorpos IgG anti-PPT1 e a ligacdo ao seu
antigeno (5 ng pL-1 PPT1) avaliada por voltametria de
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pulso diferencial na presenca de 5,0 mmol L-1
K4[Fe(CN)Je/ks[Fe(CN)]6 (sonda eletroquimica). Foi
realizado planejamento fatorial a fim de otimizar as
condicdes de imobilizacdo de anti-PPT1 sobre a
plataforma, variando a concentracdo de anticorpos [(-)
1:750, (0) 1:500, (+)1:250] e tempo de incubag&o
anticorpos [(-) 30, (0) 60, (+)90 min].
Resultados e Discussé&o

A fim de se otimizar as condi¢bes para imobilizacdo de
anti-PPT1 sobre a plataforma ox-ECV/ProtA, um

planejamento fatorial foi aplicado
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Figura 1: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na auséncia
e na presenca de PPT1 com o ox-ECV/ProtA/AntiPPT1 de acordo
com as melhores condicdes estabelecidas ([IlgG] = 1:250 e t=90min).
Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos nas
condi¢Bes otimizadas evidenciaram a deteccdo de PPT1
pelo imunossensor. Pode-se observar (figura 1) que a
intensidade do pico de corrente diminuiu apos a
incubagcdo dos imunossensores na presenca de PPT1,
sugerindo que o dispositivo foi capaz de reconhecer e
detectar o referido biomarcador. A diminuicdo na
intensidade de corrente acontece como consequéncia do
bloqueio do acesso dos ions [Fe(CN)e] 3 a superficie do
eletrodo ocorre devido a presenca das proteinas.

Concluséao ou Conclusdes

Os resultados apresentados mostraram-se promissores e
sugerem a potencialidade de aplicacdo dos
imunossensores desenvolvidos como uma nova

estratégia para a deteccdo da a-L-fucosidase.
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