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A Lipofuscinose ceréide neuronal do tipo 1 (CNL1) é
uma patologia genética decorrente da deficiéncia
enzimatica de Palmitoil Tioesterase 1 (PPT1) o que
leva & um acumulo de substrato ndo degradado nos
lisossomos, trazendo uma série de complicagdes
neurodegenerativas. Em busca de diagndstico precoce
para essa doenga, os imunossensores eletroquimicos
surgem como alternativa aos métodos tradicionais,
dada a facilidade de manuseio, baixo custo e resposta
rapida e precisa.?

Introducgao

A deficiéncia enzimatica de PPT1 acarreta em acumulo
de glicolipidios e glicoproteinas ndo degradadas nos
lisossomos, ocasionando morte celular, deficiéncia
intelectual, deméncia e perda da visao. O diagndstico é
feito por exames moleculares ou de atividade
enzimatica, os quais sdo caros e laboriosos e muitas
vezes ocorrem tardiamente. Visando uma deteccao
precoce em busca de melhorias na qualidade de vida
dos pacientes, foi desenvolvido um biossensor a partir
de eletrodo de carbono vitreo oxidado (ox-ECV) e
funcionalizado com proteina A (ProtA) para a
ancoragem de anticorpos monoclonais anti-PPT1. "2

Materiais e Métodos

A construgdo do imunossensor foi baseada na
modificagdo de ECV, oxidados por voltametria ciclica em
meio de H2SO: 0,5molL-1, tratados  com
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil carbodiimida (EDC) 100
mmolL-1 e N-hidroxisuccinimida (NHS) 50 mmol L-1,
modificados com moléculas de proteina A 1:500, seguida
da imobilizagado de anticorpos monoclonais IgG anti-PPT1
1:750 e BSA 0,05%, sendo as lavagens realizadas em
tampao PBS 0,15 mol L-1 (pH 7,4) . Para os ensaios de
especificidade, o antigeno PPT1 foi utilizado na
concentragdo de 1 ng/uL e o possivel interferente FUCA1
(outra enzima lisossomal) na concentracdo de 0,4 ng/uL.
A interacao foi avaliada por Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE) na presenga de 5,0 mmolL-1
K4[Fe(CN)]e/Ks[Fe(CN)]s (sonda eletroquimica).

Resultados e Discussao

Foi avaliada a variacdo percentual de resisténcia a
transferéncia de carga entre eletrodo e eletrélito (ARct)
antes e apos a ocorréncia do evento de
biorreconhecimento baseado na ligacéo
antigeno-anticorpo, utilizando PPT1 e a FUCA1, um
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possivel interferente para avaliar a especificidade. O
percentual de ARct foi calculado através da Equagéao 1,
onde Rct (biossensor) € referente a Rct do biossensor
antes da incubagao do antigeno, e Rct (imunoensaio) é
referente a Rct apds o evento de bioreconhecimento.

_ _Rct (hibridiza¢do)— Rct (biossensor) o
ARct = Rct (biossensor) X 100% (1 )

Utilizando-se a equacdo da reta da curva analitica em
funcdo da PPT1 (Equagéo 2), foi calculado o valor
tedrico de ARct para a concentracdo de PPT1 0,4 ng/uL.

y = 11,724x + 101,89. (2)

Os valores obtidos de ARct (Tabela 1), indicam uma
maior resisténcia a transferéncia de carga ao realizar o
ensaio com PPT1, demonstrando a especificidade do
biossensor com o analito de interesse, em fungdo que
ARct esta diretamente relacionado a concentragao de
enzimas ligadas ao sensor.

Tabela 1. Variagdo da resisténcia a transferéncia de cargas.

ARct
PPT1 1 ng/uL 111,17
FUCA1 0,4 ng/uL 28,75
PPT1 0,4 ng/uL 106,57
tedrico

Conclusao

Os resultados apresentados demonstraram que o
imunossensor eletroquimico desenvolvido possui alta
especificidade para o biomarcador, sugerindo a
potencialidade de aplicagdo como uma nova estratégia
para a detecgdo da CNL1 de forma precoce.
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