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1 INTRODUCAO

A fucosidose é uma doenca neurodegenativa progressiva, caracterizada por
mutagdes no gene FUCAI, resultando numa deficiéncia na codificagdo da enzima a-L-
fucosidase (GENETICS HOME REFERENCE, 2008). Essa deficiéncia reduz e/ou
inativa a enzima, impossibilitando esta de hidrolisar macromoléculas ligadas a L-fucose
nos lissosomas, gerando seu acumulo nas células, promovendo uma série de lebes
celulares, deterioracdo neuroldgica progressiva entre outras manifestagdes clinicas
(ASSOCIA(;AO PORTUGUESA DE DOENCAS DO LISSOSOMA; GENETICS
HOME REFERENCE, 2008).

O diagnostico da fucosidose, atualmente, ndo é acessivel, apresentando apenas
104 laboratérios no mundo que realizam o teste de diagnostico, sendo 4 deles no
continente norte-americano, e nenhum na américa latina (ORPHA.NET). Os testes para
diagndstico sdo baseados em exames clinicos , sequenciamento Sanger, exoma completo
e PCR, os quais podem ser inconclusivos ou possuem um alto custo. Esses fatos, afetam
o tratamento e a qualidade de vida do paciente (MORAES, 2019).

Neste sentido, este projeto busca desenvolver um novo método de diagndstico
rapido, de baixo custo e facil execucdo para a deteccdo direta da alfa-L-fucosidase. Os
imunossensores eletroquimicos apresentam uma Otima alternativa para a deteccdo de
analitos, ja que esses dispositivos sdo quantitativos, com uma alta sensibilidade e com
respostas mensuraveis de forma eficaz e rapida (MORAES, 2019). Os imunossensores
sdo sistemas que empregam o bioreconhecimento baseado na interacdo especifica de

anticorpos/antigenos tendo uma dessas biomoléculas acoplado a superficie de
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transdutores eletroquimicos. Essa porcao € a responsavel pela seletividade do biossensor,
a interacdo e reconhecimento molecular transmite sinais analiticamente mensuraveis
(GRACA; FERREIRA, 2015).

2 OBJETIVOS
Objetivo Geral: desenvolver uma plataforma viavel em elétrodos de carbono vitreo para

a detecdo eletroguimica da proteina FUCAL;

Obijetivos especificos:
e Construir um eletrodo de carbono vitreo por automontagem (Self assembled
monolayers-SAM) oxidado para ligacdo de anticorpo monoclonal anti-fucosidase.
e Caracterizar os sensores obtidos por técnicas espectroscopicas de voltametria

ciclica e impedancia eletroquimica.

3 METODOLOGIA
3.1LIMPEZAE MODIFICA(;AO DOS ELETRODOS DE CARBONO VITREO (ECV)
O eletrodo de carbono vitreo (ECv) foi inicialmente polido de forma mecéanica em
suspencdo de alumina 0,3um, seguido por um banho de ultrassom em &lcool etilico por 5
minutos. Nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram depositadas sobre a superifice do
eletrodo, utilizando eletrodeposic¢do. O eletrodo foi imerso em uma solucdo de &cido
tetracloroaurico (HAuCls.3H20) a 10mmol.L%, no qual foi aplicado a técnica de
cronoamperometria, submetendo o sistema a um potencial constante de +0,3V durante
700s. O eletrodo modificado (ECv/AuNPs) foi lavado com &gua destilada, e sua
superficie foi incubada por 2 horas uma solucio de cystamina (Cys) a 50mmol.L™?, para

a formacdo da SAM.

3.2 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

O ECV/AUNPs/Cys foi caracterizado por meio de medidas de voltometria de onda
quadrada (VOQ) e de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Foi empregado
um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia, um eletrodo de platina como
eletrodo auxiliar e o eletrodo modificado como o eletrodo e trabalho. Esses eletrodos
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foram imersos em uma célula eletroquimica contendo uma solucéo tampao PBS 0,15 mol.
L, a qual é o eletrdlito suporte, na presenca de Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e], conectados
em um multipotenciostato Metrohm Autolab M204. Para as medidas de VOQ os
parametros utilizados foram: amplitude de potencial = 2 mV; incremento de potencial =
2 mV; frequéncia dos pulsos de potencial = 40 Hz). Para as medidas de EIE, foram
empregados 0s seguintes parametros: amplitude de potencial = 10 mV; potencial aplicado
= 0,24 V; intervalo de frequéncias = 10 kHz-100 mHz)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada (figura 1A)
e o diagramas de Nyquist (figura 1B), obtidos por EIE, obtidos em cada etapa de
modificacio do eletrodo. E observado a presenca de um pico de oxidagéo por volta de
+0,25V, 0 que corresponde ao pico de oxidacao dos ions [Fe(CN)s]* a [Fe(CN)s]*. Os
diagramas de Nyquist apresentaram um semicirculo na regido de baixas frequéncias,
referente ao processo de transferéncia de carga para a reacdo redox da sonda
eletroquimica, e um segmento linear na regido de frequéncias mais altas, referente ao

processo de difusdo dos ions em solucéo.

Figura 1: (A) Voltogramas de onda quadrada obtidos a cada etapa de modificacdo do ECv (eletrélito
suporte: tampao PBS 0,15 mol.L"! na presenga de 5 mmol.L* de Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g]. (B) Diagramas
de Nyquist obtidos a cada etapa de modificacdo dos ECV (eletrdlito suporte: tampédo PBS 0,15 mol.L* na
presenga de 5 mmol.L? de Ks[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)g]
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E verificado que a modificacio do eletrodo de carbono vitreo com as

nanoparticulas de ouro ocasionaram um aumento na intensidade de corrente e uma

reduc&o na resisténcia a transferéncia de carga para o processo redox dos ions [Fe(CN)e]*
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I[Fe(CN)e)¥*, ja que os nanomateriais possuem essas propriedades, como elevada
condutividade elétrica e alta area superficial especifica. Desse modo conclui-se que a
eletrodeposicdo de AuNPs, maximiza a area eletroativa do dispositivo, assim como,
aumento de sua condutividade.

Portanto, houve um decréscimo na intensidade de corrente e um aumento na
resisténcia apos a formacao da SAM sobre o ECv/AUNPs. Pois as moléculas de cystamina
podem ligar-se covalentemente ao ouro metalico por meio da quebra da ligagdo dissulfeto,
formando ligacdes ouro-enxofre, o que leva a uma monocamada compacta e organizada
sobre o eletrodo. Deste modo, as monocamadas de cystamina funcionaliza a superficie
eletrodica com grupos amino, o que auxiliara na imobilizacdo dos anticorpos IgG anti-L-
fucosidase, via ligacdo covalente amida com os grupos carboxilicos presentes na
molécula 1gG. A diminuicdo da intensidade de corrente e 0 aumento da resisténcia,
resultam da formacdo da monocamada de cystamina, a qual, dificulta o processo de
transferéncia de elétrons pois bloqueia parcialmente o acesso dos ions a superficie

eletrodica.

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos foram promissores em relagdo a modificacdo dos eletrodos.
As nanoparticulas de ouro auxiliaram no aumento da condutividade elétrica e
maximizaram a area eletroativa do eletrodo, enquanto a incorpora¢do da monocamada de
cystamina, auxiliara na imobilizacdo correta e estavel dos anticorpos para a detec¢do da

enzima o-fucosidase.
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