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RESUMO

CABRAL-MIRANDA, G. Novos biossensores baseados em anticorpos naturais e
sintéticos para deteccao de LDL oxidada (oxLDL) usada como biomarcador de
aterosclerose. 2014. 110 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2014.

Varios estudos que tentam compreender a génese da aterosclerose tém demonstrado
evidéncias que a oxLDL é peca importante para o desenvolvimento da doenga, tornando-
a um importante marcador. Os objetivos deste trabalho foram propor um novo
imunossensor empregando anticorpos monoclonais anti-oxLDL e desenvolver um
processo inovador de obtencdo de anticorpos plasticos anti-oxLDL como técnicas
eficazes para monitorar oxLDL circulante. Para construc¢ao do imunossensor, a regido Fc
do anticorpo foi ligada ao eletrodo de trabalho do dispositivo AuSPE (Screen-Printed
Gold Electrodes), utilizando cisteamina como monocamada auto-organizada. Antes da
adicdo dos anticorpos sobre a cisteamina, estes tiveram as regioes carboxilicas ativadas
com NHS e EDAC a 25 mM. Posteriormente, foi adicionado BSA como bloqueador de
possiveis regides livres do AuSPE. Apds o bloqueio, obteve-se, assim, o imunossensor em
condic¢des de testes. Para isso, oxLDL foi diluido em PBS e, posteriormente, em soro fetal
bovino como forma de aproximagdo aos testes em condi¢des reais. Para garantir a
especificidade do imunossensor, este foi testado também com outros antigenos, como
LDL nao oxidada, hemoglobina e mioglobina. Todas as etapas de modificagdo quimica
sobre o AuSPE foram medidas com EIS (electrochemical impedance spectroscopy) e SWV
(square wave voltammetry). Em relacdo aos anticorpos plasticos, estes foram chamados
MAPS (Materials Antibody Plastic Smart) em alusao ao inverso do nome SPAM (Smart
Plastic Antibody Materials), o qual foi referéncia para desenvolvimento deste material
biomimético. Para superar a dependéncia da espessura do polimero, o trabalho
desenvolvido propés uma camada impressa de forma invertida do anticorpo plastico
SPAM. Apo6s obtengdo dos MAPSs, estes passaram por diversos testes, similarmente ao
imunossensor. Os resultados demonstraram excelente sensibilidade e especificidade as
moléculas de oxLDL com deteccdo em tempo real em ambas as metodologias. Desse
modo, concluiu-se que essas novas técnicas sdao bastante promissoras para aplicagdo na
rotina laboratorial clinica.

Palavras-chave: Aterosclerose. oxLDL. Imunossensor. Anticorpo Plastico. Biossensor.



ABSTRACT

CABRAL-MIRANDA, G. New biosensors based on natural and synthetic antibodies
for the detection of oxidized LDL (oxLDL) used as a biomarker for atherosclerosis.
2014. 110 p. Ph. D. thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, 2014.

Increased levels of plasma oxLDL are associated with atherosclerosis, and the
subsequent development of severe cardiovascular diseases that are today a major cause
of death in modern countries. It is therefore important to find a reliable and fast assay to
determine oxLDL in serum. A new Immunosensor employing three monoclonal
antibodies against oxLDL and a backside protein-surface imprinting process are
proposed in this work as a quick and effective way to monitor oxLDL and as a novel way
to generate specific synthetic antibody material. To generate the Immunosensor the
mAbs were set-up by selfassembling cysteamine (Cys) on a gold (Au) layer of a
disposable screen-printed electrode. The mAbs were allowed to react with NHS and
EDAC, and subsequently incubated in the Au/Cys. Albumin from bovine serum (BSA)
was immobilized further as bloker. All steps were followed by various characterization
techniques such as electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and square wave
voltammetry (SWV). The analytical operation of the immunosensor was obtained by
incubating the sensing layer of the device in oxLDL for 15 minutes, prior to EIS and SWV.
To generate specific synthetic antibody material, the template is covalently bond to a
carboxylated-PVC supporting film previously casted on gold, let interact with charged
monomers and surrounded next by another thick polymer. This polymer is then
covalently attached to a transducing element and the backside of this structure
(supporting film plus template) removed as a regular “tape”. The new sensing layer is
exposed after full template removal, showing a high density of re-binding positions, as
evidenced by SEM. To ensure that the templates were efficiently removed, this re-
binding layer was cleaned further with proteolytic enzyme and solution washout. It was
able to generate, for the first time, a specific response to a complex biomolecule from a
synthetic material. The devices were successfully applied to determine the oxLDL
fraction in real serum, without prior dilution or necessary chemical treatment. Overall,
these were promising results with the possibility to apply on the practical use of clinical.

Keywords: Atherosclerosis. oxLDL. Immunosensor. Plastic antibody. Biosensor.
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1 INTRODUCAO

A aterosclerose é uma doencga progressiva multifatorial que se manifesta por
lesdes dentro da parede arterial em resposta a varias agressdes que afetam as células
dos vasos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Nao sdo recentes os esfor¢os para
explicar o complexo evento associado com o desenvolvimento de aterosclerose. Neste
sentido, surgiram diferentes hipoteses para explicar o desenvolvimento das lesdes, entre
elas a que tem sido amplamente aceita na literatura é a modificacdo oxidativa da
lipoproteina, a qual se baseia no conceito de que a LDL (low density lipoprotein) no seu
estado nativo ndo é aterogénica; porém, se a LDL sofrer modificagdes quimicas, esta é
facilmente internalizada pelos macréfagos através de um receptor denominado
“scavenger" (GOLDSTEIN et al., 1979). Este mecanismo foi descrito por varios autores
(ASHRAF; GUPTA, 2011; CRUCET et al, 2013; KZHYSHKOWSKA; NEYEN; GORDON,
2012). Em 1984, Steinbrecher e colaboradores propuseram que a modificacao oxidativa
das moléculas de LDL promove a formacdo de células espumosas por macroéfagos
(STEINBRECHER et al., 1984) através da captacao de oxLDL pelos receptors scavenger, o
que conduz ao acadmulo de colesterol nas células e consequente transformacdo em
células espumosas.

Além dos trabalhos supracitados, diversos estudos tém correlacionado altas
concentracdes de colesterol plasmatico com o aumento do risco de doengas
cardiovasculares (CASTELLI et al., 1986; CHOWDHURY et al.,, 2014; MANOLIO et al,,
1992; NISSEN et al,, 2005). Contudo, é importante citar que ha outros fatores de risco
apontados como indutores da aterosclerose, como idade, historia familiar de doencgas
cardiovasculares, hipertensao, obesidade, diabetes, tabagismo e inatividade fisica
(DAMASCENO et al.,, 2001; GIANNINI, 1998; LEPAGE et al, 2000), embora diversas
linhas de pesquisa tenham mudado gradativamente a atencao para as fra¢des das
lipoproteinas modificadas, principalmente as lipoproteinas de baixa densidade
modificadas por oxida¢do (GIDLUND et al,, 1996; HOLVOET et al., 1998).

Outro fator que tem chamado bastante atenc¢do para o conhecimento da formacao
das placas aterosclerdticas é a resposta imune gerada contra as moléculas de oxLDL.
Esse conhecimento tem ampliado bastante a compreensdo sobre a aterogénese, pois
sabe-se que a oxLDL promove disfun¢do vascular, exerce citotoxidade direta sobre as

células endoteliais e aumenta as propriedades quimiotaticas para mondcitos e
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macroéfagos, além da consequente transformacao de macrofagos em células espumosas,
contribuindo assim para aterosclerose (EHARA et al, 2001; FROSTEGARD, 2013;
MAXFIELD; TABAS, 2005; STOCKER; KEANEY, 2003). Esses estudos tém contribuido de
forma significativa para o entendimento sobre o processo aterosclerdtico, onde ha
algumas décadas era definida de forma bastante simpléria como uma resposta
proliferativa que levava a injaria vascular (HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-
NAUCLER, 2006; ROSS, 1993) e que a lesdao endotelial seria decorrente da agregacao
plaquetaria, com liberacdo dos fatores de crescimento derivados de plaquetas, levando a
proliferacdo e a migragdo de células musculares lisas para a camada intima da artéria e
formacdo do nucleo da lesdao aterosclerotica. Essas definicdes ndo levava em
consideracdo um fator muito importante, a inflamacgdo, que ocorre para formar as placas
ateroscleroticas.

Com a intensificacao na busca por mecanismos de prevencao e possivel inibicao
da progressao da aterosclerose, ampliaram-se os horizontes de sua fisiopatologia. Como
resultado dos avancgos tecnolégicos e cientificos os quais levaram a uma melhor
compreensao da evolucao da doenga, a definicdo sobre aterosclerose passou a relacionar
diversos fatores, sendo importante frisar o trabalho de Ross (1999) que deu uma
definicao para a aterosclerose como uma doenga inflamatéria. Seguindo esse conceito,
muitos trabalhos mostram que a aterosclerose se caracteriza pelo espessamento e
enrijecimento da parede das artérias, com o depdsito de substancias lipidicas, colesterol,
restos de produtos celulares, calcio e de outras substancias na parede arterial, o que leva
a formacao de placas, denominadas ateromas (FRANCOSO; COATES, 2012; PEJKOV et al,,
2013), e que o processo inflamatério é bastante importante para o desenvolvimento da
aterosclerose. Além disso, sabe-se que a placa de ateroma pode, em estagios mais
avancados, bloquear parcialmente ou totalmente o fluxo de sangue pelas artérias e
provocar ruptura da placa com o desenvolvimento de hemorragia e trombos, podendo

levar a morte (WHO, 2011).
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1.1 oxLDL como importante marcador aterogénico

A deteccdo da oxLDL pelo receptor scavenger nos macréfagos conduz a absorgao
e ao acumulo de colesterol e consequente transformagao em células espumosas, as quais
estdo provadas como componentes importantes no processo de formacdo das lesdes
ateroscleroticas (ASHRAF; GUPTA, 2011; KZHYSHKOWSKA et al., 2012; STEINBRECHER
et al, 1984). Mesmo com a absor¢do das moléculas de oxLDL pelos macroéfagos, a
presenca dessas particulas circulante tem sido amplamente mostrada. Embora sejam
necessarios melhores esclarecimentos referentes as formas e locais que as moléculas de
LDL sdo oxidadas, pois emergem evidéncias que a presenca dessas particulas circulante
deve-se ao fato que as moléculas de oxLDL acumulam-se nas lesdes ateroscleroticas
durante um longo periodo, conduzindo a lesdes avancadas. Por outro lado, estudos
mostram que mudancas de curso temporal in vivo sdao devido ao fato de que a oxLDL
possa ser transferida entre as lesdes e a circulacdo. Além disso, ha trabalhos que
mostram que a oscilacdo dos niveis de oxLDL no plasma talvez seja através da
transferéncia entre os tecidos da parede dos vasos e circulacdo nos primeiros estagios
da aterogénese (ITABE; OBAMA; KATO, 2011). Existem ainda, estudos que fazem
referéncia as moléculas de oxLDL circulante, como particulas de LDL que sofrem pouca
oxidacdo, tornando-as incapazes de serem reconhecida pelos receptores scavenger,
sendo estas chamadas de oxLDL minimamente modificada (MILLER et al., 3003).

Apesar de ainda ndo esta totalmente claro como e quando a LDL é oxidado no
organismo, varios trabalhos mostram que o nivel de oxLDL no plasma é um importante
marcador preditivo para a ocorréncia da aterosclerose (FRALEY; TSIMIKAS, 2006;
HOLVOET et al., 2008; ISHIGAKI, 2009; ITABE et al,, 2011; ITABE; UEDA, 2007). Para
compreender o papel da oxLDL na aterogénese, diversos estudos tém dado bastante
importancia em esclarecer o comportamento de oxLDL in vivo durante a aterogénese,
particularmente como a oxLDL é formada, como ela se move em torno dos tecidos e
como ela é metabolizada (STOCKER; KEANEY, 2003). O que os trabalhos tém mostrado é
que os niveis de oxLDL aumenta no plasma de pacientes com varias condicdes
patolégicas, incluindo doengas cardiovasculares e infarto cerebral (EHARA et al,, 2001;
NARUKO et al., 2006; TSIMIKAS et al., 2007; UNO et al.,, 2003).

Um dos pontos mais importantes e considerado hoje como um dos maiores elos

para a compreensdo da génese da doenca aterosclerdtica foi o melhor entendimento do
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papel do sistema imunolégico apés a modificacdo da lipoproteina de baixa densidade
(mLDL - modified Low Density Lipoprotein) (FAN; WATANABE, 2003; HANSSON et al,,
2006; HANSSON; LIBBY, 2006; HOLVOET et al., 1998), em especial das modificadas por
oxidacdo. O papel da mLDL na aterosclerose tem sido bastante investigado e gerado
excelentes conhecimentos sobre a evolugcdo patolégica (HANSSON et al, 2006;
HANSSON; LIBBY, 2006).

Com o foco sobre as particulas de oxLDL e a resposta imune gerada sobre elas,
muitos estudos tentam correlacionar modificagdes oxidativas com a produc¢do de auto-
anticorpos e a evolucdo da lesdo (DAMASCENO et al., 2001; GIDLUND et al., 1996) .
Outros trabalhos tem mostrado a presenga de oxLDL circulante e que seus altos niveis
estdo correlacionados com a progressdao da aterosclerose, porém deixa vago a real
funcao dos auto-anticorpos anti-oxLDL (ANDICAN et al., 2008; VAN TITS et al., 2003).

A maior dificuldade desse tipo de estudo esta na grande variedade de moléculas
que pode ser gerada por essas modificagdes na LDL (STOCKER; KEANEY ]Jr., 2003).
Dados controversos na literatura quanto a presenca de oxLDL provavelmente se deviam
a esse fato. Alguns autores sugeriram que oxLDL ndo era detectavel na circulacdo porque
era rapidamente removida por receptores scavenger no sinuséide hepatico (JANSEN et
al, 1995; WITZTUM, 1993), enquanto outros trabalhos mostraram a presenca de oxLDL
no plasma e fizeram correlagdo positiva entre niveis de oxLDL circulante e a progressao
da aterosclerose (STOCKER; KEANEY Jr., 2003; VAN TITS et al.,, 2003). Muitas dessas
discrepancias vinham da dificuldade em se mensurar a multiplicidade de particulas de

oxLDL envolvida no desenvolvimento da aterosclerose.
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1.2 Os niveis plasmaticos de oxLDL em pacientes com varias condi¢des patoldgicas

Ha diversos outros fatores que sdo estudados para entender a aterogénese. Entre
eles, tem o risco cardiovascular associado a mulheres obesas e menopausadas. Kassi et
al. (2009) verificaram que os niveis de oxLDL estavam elevados em ambas as condi¢cdes
e que os niveis de anticorpos anti-oxLDL estavam diminuidos. Procurando-se entender o
papel do tabagismo nesse tipo de paciente, analisando os trés aspectos conjuntamente,
ou seja, mulheres obesas, menopausadas e fumantes, verificou-se que a obesidade
associada a menopausa estava mais envolvida na oxida¢do da LDL, sendo melhor
preditor para aterosclerose que o tabagismo.

Em pacientes com hipertensao arterial, a oxLDL foi detectada no plasma destes
pacientes, porém, durante o tratamento anti-hipertensivo houve alteracdo nos niveis de
oxLDL circulante. Brandao et al. (2010), em estudo enfocando o tratamento anti-
hipertensivo, verificaram que com o controle da hipertensdo houve aumento dos niveis
de anticorpos anti-oxLDL e diminuicdo de oxLDL.

Em estudo com pacientes em situacdes clinicas estaveis, tais como hipertensao
arterial controlada e também com pacientes instaveis, como sindrome corondria aguda,
o comportamento desses anticorpos diferiu de forma significativa. Santos et al. (2009)
observaram que, em pacientes com hipertensdo controlada e com menor risco
cardiovascular, os titulos de anticorpos anti-oxLDL estavam elevados quando
comparados com aqueles observados em pacientes com sindrome coronaria aguda, e
concluem que a elevagdo dos niveis circulantes desses anticorpos poderia ser fator
protetor diante de aterosclerose. Ja em outro estudo, Soltesz et al. (2007) observaram
que pacientes com sindrome corondaria aguda apresentavam maiores titulos de
anticorpos anti-oxLDL quando comparados a pacientes estaveis, porém sem diferenca
estatistica. Esses autores concluem que a oxLDL é um fator importante na analise de
pacientes com doencga coronaria aguda, ndo podendo especificar se anticorpos elevados
em ambos os grupos tém alguma participacdo na doenca aterosclerotica.

Em referéncia ao tabagismo, o efeito do fumo ainda ndo estd totalmente
esclarecido no tocante a interacdo entre esse fator de risco e a oxidacdo das LDL. Zaratin
et al. (2002) discutem, em estudo realizado com individuos normolipémicos e fumantes,
que os imunocomplexos sdo marcadores da aterosclerose e podem modificar os titulos

de anticorpos anti-oxLDL. Além disso, os autores confirmam que os titulos de anticorpos
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anti-oxLDL podem variar ao longo do estabelecimento da aterosclerose, colaborando
com a formacao e a estabilidade das placas.

Outro tipo de estudo que torna-se importante citar é o que envolve pacientes
diabéticos, uma doenc¢a cuja evolucdo se associa a alto indice de complicacdes
cardiovasculares ateroscleréticas. Essas complicacdes decorrem de alteragdes
metabolicas cronicas, tais como estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia, que leva
a formacao de oxLDL durante toda a evolucdo da doen¢ca (GRADINARU et al.,, 2013; YAN-
JUN et al, 2014). Quando foram analisados pacientes diabéticos com aterosclerose,
relacionando anticorpos e a rigidez vascular, verificou-se que os niveis de IgG anti-
oxLDL eram importantes em determinar o grau de aterosclerose nesses pacientes.
Observou-se que pacientes com pior padrdo de rigidez vascular, também estavam com
niveis de IgG anti-oxLDL bastante elevado (PIARULLI et al., 2005).

Em estudos com individuos saudaveis, nota-se uma relacao inversa entre niveis
de oxLDL e anticorpos anti-oxLDL, ou seja, foram observados baixos niveis de oxLDL e
elevados niveis de anticorpos. Dessa forma, sugere-se que em individuos sadios e,
portanto, com baixo risco corondrio, os altos niveis plasmaticos de anticorpos anti-
oXLDL podem ser protetores na prevencao da aterosclerose, corroborando com o
conhecimento de que oxLDL esteja associado com a ocorréncia da aterosclerose

(FUKUMOTO et al., 2000; SHOJI et al., 2000).
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1.3 Os Métodos de deteccao de oxLDL

Com o fato das moléculas de oxLDL serem captadas pelos macréfagos, acreditava-
se inicialmente que essas particulas estivessem ausente no sangue. Devido a isso, ouve
grande desenvolvimento na producao de anticorpos monoclonais anti-oxLDL e ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) bastante sensiveis para mensurar quantidades
muito pequenas de oxLDL circulante (ITABE et al., 1996; KOHNO et al., 2000).

Apesar de hoje em dia, altos niveis de oxLDL no plasma serem reconhecidos como
importantes marcadores de risco para eventos cardiovasculares, como a ocorréncia da
aterosclerose, ensaios simples e baratos para determinacdo de LDL oxidada ndo sdo
encontrados disponiveis para utilizagdo na rotina médica.

Atualmente existem varias formas de determinar oxLDL no sangue pelo método
de ELISA empregando anticorpos monoclonais e policlonais, capazes de detectar
pequenas fracdes de oxLDL (ITABE; UEDA, 2007; SAKURAI et al., 2013). Apesar de haver
uma ampla diferenga nos procedimentos de ELISA utilizados para determinar oxLDL,
desde as particulas alvo para serem detectadas, até a avidez que os métodos
proporcionam, ndo hd muita mudang¢a nos procedimentos que levem a uma melhor
aplicabilidade na rotina para diagnostico. Por apresentarem algumas caracteristicas
bastante vantajosas, como sensibilidade e especificidade, esses procedimentos
tornaram-se comumente utilizados e atualmente ha diferentes kits comerciais. Além
disso, esses métodos continuam sendo o padrdo ouro para determinar oxLDL, visto na
ampla maioria dos trabalhas publicados. E importante frisar que os principios destes
métodos sdo bem conhecidos e a manipulacdo das amostras nao é complicada. No
entanto, eles requerem procedimentos trabalhosos e demorados, além de aparelhos
caros. Devido a isso, novas abordagens com procedimentos simples, de baixo custo e
facil portabilidade, serdao muito importantes para utilizagdo na rotina médica.

Ha também outros métodos alternativos para detec¢do de particulas de oxLDL,
como o emprego de anticorpos anti-oxLDL conjugados a nanoparticulas de ouro com
detec¢do por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS -
Liquid chromatography-mass spectrometry) (HINTERWIRTH et al., 2013; OBAMA et al,,
2007). Além desses, existem trabalhos que mostram métodos para mensurar oxLDL
através da absorvancia 6ptica do dieno conjugado em peréxidos de lipidios ou os seus

derivados de alcool; a medicdo de substancias reativas de acido tiobarbiturico (TBARS -
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Triobarbituric Acid Reactive Substances), incluindo hidroperoxidos lipidicos, aldeidos e
alcoois (STOCKER; KEANEY ]Jr.,, 2003). Esses trabalhos podem exercer importante
funcdo na pesquisa, porém sao inadequados nas aplicagdes em diagndsticos de rotina,
pois sdo complexos e exigem profissionais bastante capacitados, além de ser acoplados a
equipamentos caros, requerendo assim, uma estrutura laboratorial de alto padrao.

Mais recentemente, tem sido desenvolvido sensores para detec¢ao de oxLDL e
LDL ndo oxidada usando eletrodo de nanotubo de carbono. As moléculas de carbono
com uma nanoestrutura cilindrica possuem propriedades que sao de altissimo valor no
campo da nanotecnologia, eletronica, 6ptica e outros campos tecnolégicos da ciéncia dos
materiais. Porém os resultados vistos nesses trabalhos, ndo condizem com o desenho
tedrico, pois se observa muitos vieses para que se consiga obter uma técnica realmente
aplicavel. Como exemplo, uma pergunta fundamental seria se os nanotubos conseguem
detectar apenas oxLDL e LDL, ja que nesse trabalho nao foi utilizada nenhum controle
negativo, levando a questionamentos sobre a possibilidade dos nanotubos ligarem a
outras moléculas circulantes e apresentarem, desta forma, resultados falso positivos
(TAKEDA etal., 2012).

H4 outros estudos que apresentam uma preparagdo com marcadores
luminescentes com base em particulas de silica que incorporam eurdpio para conjugar
com anticorpos anti-oxLDL, objetivando investigar a capacidade de luminescéncia apds a
formacdo do complexo antigeno (oxLDL) anticorpo (anti-oxLDL), utilizando reacao
enzima-substrato (LOURENCO et al., 2013). Como acontece com os demais trabalhos
supracitados, essa técnica tem requerido bastante tempo para obter um resultado
mensuravel, além de mostrar bastante complexidade.

Esses novos trabalhos tem ampliado ainda mais a complexidade e, por
conseguinte, distanciado da possibilidade real de aplicacao de forma simples e acessivel
para a populacdo de modo geral. Devido a isso, torna-se necessario desenvolver técnicas
que sejam comprovadamente eficientes na aplicabilidade, ndo apenas trabalhos que
mostrem mudancgas para obter resultados que técnicas como ELISA ja mostram com

bastante eficAcia.
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1.4 Biossensor

Os biossensores podem oferecer caracteristicas vantajosas em relacdo as
ferramentas de diagnéstico como o método ELISA, pois além da alta sensibilidade e
seletividade, carregam em si simplicidade, rapidez, baixo custo, portabilidade e
viabilidade de automa¢do (MALHOTRA; CHAUBEY; SINGH, 2006; MURPHY, 2006; YUAN
etal, 2009; ZHAO; JU, 2006).

Os biossensores sdo dispositivos bio-eletronicos compostos por duas partes, uma
bioldgica (sensora) e outra eletrénica (transdutora), que acopladas conjuntamente sdo
capazes de detectar espécies quimicas ou bioldgicas qualitativa e/ou quantitativamente,
imediatamente ao reconhecimento do analito. Utilizando-se diferentes biorreceptores
podem ser produzidos biossensores baseados nas interagdes anticorpo-antigeno, acidos
nucleicos, enzimaticas ou celulares (microorganismos). De acordo com o transdutor
utilizado, o biossensor pode ser classificado como 6ptico (luminescéncia, absorcao,
ressonancia de plasmons de superficie, etc.), eletroquimico ou detector de massa (como
térmicos e piezoelétricos). Diferentes tipos de transdutores tém sido utilizados em
diagnostico, entre eles, os amperométricos, os de microbalanca de cristal de quartzo
(QCM - Quartzo Crystal Microbalance) e os 6pticos, cuja tecnologia mais utilizada é a
ressonancia de plasmons de superficie (SPR - Surface Plasmon Resonance) (CABRAL-
MIRANDA et al., 2013; CUNNINGHAM, 2008; DUTRA; MACIEL NETO; FONTANA, 2001;
DUTRA etal., 1999).

A fixacdo e a manuten¢do de imunocompostos sobre a superficie sensora
constituem etapas fundamentais no desempenho dos biossensores. Tém sido
desenvolvidos diferentes processos de imobilizacdo de proteinas fazendo o uso de
monocamadas auto-organizadas (SAMs - Self-Assembled Monolayers). A fim de construir
um biosensor, o elemento de reconhecimento é imobilizado em um eletrodo de
trabalho. Existem diferentes op¢bdes para avaliar o evento de reconhecimento na
superficie do sensor, além da simples deteccdo da impedancia total nas frequéncias
selecionadas, podendo analisar as mudancgas na capacitancia do eletrodo ou resisténcia.
A montagem do biossensor requer um maior aprofundamento na literatura e habilidade
criativa para que o biossensor possa demonstrar caracteristicas como praticidade e

acessibilidade de aplicacao.
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O desenvolvimento de imunosensores (biossensores baseados nas interagoes
antigeno-anticorpo) tem chamado bastante atencao pela possibilidade real de aplicacdo
por exibir varias caracteristicas importantes, entre elas a utilizacdo de anticorpos
previamente caracterizados (CABRAL-MIRANDA et al, 2013), embora existam duas
questdoes que dificultam o desempenho destes dispositivos. Uma dificuldade muito
comum consiste em assegurar, durante a montagem do imunossensor, que os sitios de
ligagdo aos antigenos (Fab - fragment antigen binding) dos anticorpos estejam
adequadamente expostos/livres para captacdo dos antigenos. Muitos trabalhos relatam
uma ligacdo aleatdria de anticorpos na plataforma de transdugdo de sinais, dificultado os
fragmentos Fabs manterem-se expostos para ligacdo ao antigeno. Para resolver este
problema, varios autores relataram sistemas quimicos complexos para garantir a ligacdo
do anticorpo ao suporte sélido de forma a garantir a orientacdo correta, ou seja, a regiao
cristalizada do anticorpo (Fc - fragment crystallizable) sobre o transdutor de sinal e a
regido variavel/Fab em condic¢des de capturar os antigenos (CHU et al,, 2006; HAO, et al,,
2009; LIU et al, 2011; TSAIL LIN, 2005; ZHANG; GRUNER; ZHAO, 2013), mas nestes
casos as diversas reacoes envolvidas transformam-se em um processo bastante
complexo e dispendioso. Além disso, a eficacia de cada etapa de modificacdo quimica é
desconhecida, pelo que estes processos podem nao ser tdo eficazes como seria de
esperar na abordagem teérica. A outra dificuldade importante é a obtencdo de uma
resposta especifica para o antigeno, como exemplo, com uso de anticorpos monoclonais
para trazer uma abordagem bem sucedida e obter uma resposta bastante especifica ao
antigeno alvo (CHEN et al,, 2003; LIPMAN et al,, 2005; LIU et al., 2011; SAERENS et al,,
2008).

O conhecimento da estrutura basica do anticorpo tem conduzido ao
desenvolvimento de novas tecnologias com o objetivo de mimetiza-lo, como as
caracteristicas polipeptidicas compostas de cadeias leves e pesadas com regides
cristalizadas ou variaveis. Nas regides cristalizadas encontram-se as por¢des terminais
carboxilicas (-COOH) das proteinas, enquanto que nas regides variaveis, encontram-se
as porg¢des terminais amina (-NHz), onde estdo os sitios de ligacdo ao antigeno e
principal componente de interesse em mimetiza-lo para utilizagio em diagnosticos
clinicos. As caracteristicas mais atrativas dos anticorpos estao no alto grau de afinidade

e especificidade que uma molécula tem para um antigeno alvo, justificando sua intensa
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aplicacdo em varias areas cientificas e médicas (LIPMAN et al,, 2005; MADIGAN et al,,
2012).

Mas o grande uso de anticorpos é possivel apenas porque processos eficientes
para preparar tais materiais bioldgicos tém sido encontrados. Entre os mais importantes
estd a trabalho de Kohler e Milstein (1975), os quais descobriram a forma de producao
de anticorpos monoclonais utilizando a técnica de imortalizacao celular, através da
fusdo de esplendcitos produtores de anticorpos, com células de mieloma, células
plasmocitarias cancerigenas. Mantendo desta forma, a caracteristica do esplendcito
produtor de anticorpos, com a caracteristica de imortalidade que as células cancerigenas
proporcionam, resultando em hibridos de células, ou hibridomas, formadoras de
anticorpos e linhas celulares de replicacio continua (KOHLER; MILSTEIN, 1975).

Todos os processos de producdo de anticorpos naturais sao, no entanto, bastante
complexos e caros, além de exigir pessoal altamente treinado, tratamento especial e
condicdes de armazenamento, instalacdes e equipamentos complexos e enormes
burocracias para garantir que todas as atividades atendam as diretrizes ética na
utilizacdo de animais em laboratorio. No geral, estas desvantagens tém guiado a
pesquisa para novas vias sintéticas de obtencdo de anticorpo, principalmente para

utilizacdo em diagnosticos.
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Figura 1 - Principios da construcdo dos Biossensores
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A figura mostra os componentes basicos para contru¢do dos biossensores, formados por compostos
biolégicos (Biorreceptor), como anticorpos/proteinas, fragmentos de DNA, enzimas ou até macerado de
célula (microorganismos), que sdo utilizados para detectar as amostras desejadas (Analitos). Os
Biorreceptores sdo imobilizados sobre uma plataforma transdutora (Transdutor de Sinal), que pode ser
optica (luminescéncia, ressonancia de plasmons de superficie, etc.), eletroquimica ou detectora de massa
(como térmicos e piezoelétricos). Para que os dados sejam mensuraveis, hd a necessidade de um
amplificador de sinal obtido pelo Transdutor, que encaminhara para o Processador de Dados, tornando

assim, os resultados passiveis de analises.
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1.5 Polimeros Impressos Molecularmente

A via de sintese para a obtenc¢do de anticorpo sintético de maior sucesso faz uso
da tecnologia de impressao molecular (Molecular Imprinting Polymer - MIP) (TURNER et
al., 2006; VASAPOLLO et al,, 2011), utilizando uma abordagem sintética viavel para a
concepg¢ao de materiais de reconhecimento molecular, capazes de imitar as entidades de
reconhecimento natural, tais como as interagdes antigeno-anticorpo. A tecnologia de
impressao molecular (MIP) é uma técnica para desenvolver artificialmente as regides
dos anticorpos que sdo receptoras ao antigeno com boa seletividade e especificidade
para um determinado analito, que pode ser utilizado como material ideal em varios
campos de aplicacdo, em especial no campo dos novos diagndsticos. Os MIPs, ou
matrizes poliméricas obtidas utilizando a tecnologia de impressdo, sdo robustos
elementos de reconhecimento molecular tuteis para separar e analisar amostras
complexas, tais como os fluidos biolégicos e amostras ambientais (BOSSI et al., 2007;
POMA; TURNER; PILETSKY, 2010; VASAPOLLO et al,, 2011; YE; MOSBACH, 2008).

O primeiro trabalho que demonstrava caracteristicas referentes a impressao
molecular foi publicado em 1931 por Polyakov (POLYAKOV, 1931), embora tenha sido
demonstrado pela primeira vez em 1972 por Wulff e Sarhan. O entusiasmo dos
pesquisadores neste campo de materiais biomiméticos continua até os dias de hoje, um
pouco na sequéncia dos grandes desenvolvimentos em nanotecnologia das ultimas
décadas. Basicamente, o processo de constru¢do de um MIP recorre a formag¢do de uma
rede polimérica rigida em torno de uma molécula alvo, o antigeno. Os sitios impressos
sao deixados livres quando o molde sai da matriz polimérica, teoricamente
correspondente ao tamanho e a forma do alvo de detec¢ao. Apesar dos muitos anos de
avangos, tendo como alvo moléculas de grande porte, tais como proteinas, a tecnologia
de impressdao molecular ainda é um desafio para a aplica¢do pratica, devido ao complexo
processo de mimetizar as caracteristicas naturais que um anticorpo desempenha, por
exemplo, como o grande potencial seletivo que este demonstra a um determinado
epitopo. O tamanho, a complexidade, a flexibilidade conformacional e a baixa
solubilidade das proteinas sdo os principais obstaculos a obtencao de um material MIP
de sucesso, mas que tém vindo gradualmente sendo superado (BOSSI et al., 2012;
MOREIRA et al.,, 2013; REDDY; SETTE, 2011; TAKEUCHI; HISHIYA, 2008; TURNER, et al.
2006; VERHEYEN et al,, 2011).
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Os MIPs parecem ser a abordagem mais bem sucedida em desenho de anticorpo
plastico. Consiste, principalmente, em fixar o molde em uma superficie, permitindo uma
fase de pré-polimerizagcdo onde mondémeros funcionais podem ligar-se a molécula molde
(BOSSI et al,, 2012, CHEN; XU; LI, 2011; HAYDEN et al.,, 2006). Em geral, a imobilizacao
covalente de moléculas do molde na superficie de substratos so6lidos oferecem algumas
vantagens, pois permitem imprimir modelos que sdo insoldveis na mistura de pré-
polimeriza¢do e minimizam a agregacao das moléculas molde, conduzindo assim a sitios
de ligagdo mais homogéneos (CHEN; XU; LI, 2011).

Os materiais produzidos por impressdao de superficie contém areas que sao
capazes de ligar as proteinas por meio de interacdes nao especificas, o que por sua vez
reduzem a seletividade do material para o seu composto alvo. A possibilidade de uma
diferenciacdo quimica entre o sitio de ligacido e a superficie circundante foi
recentemente proposta para reduzir este efeito. Isto foi feito através da adicao de cargas
nos sitios de ligacdo e a polimerizacdo da area circundante com mon6meros neutros
(MOREIRA et al., 2013). Os materiais biomiméticos obtidos foram chamados SPAM, os
quais mostraram maior afinidade e seletividade para a proteina alvo. No entanto, ha
uma dificuldade comum no SPAM entre a superficie de impressao, que é o controle da
espessura da camada de polimero. Quando a espessura do polimero é maior do que o
tamanho do molde, medido quando ligado a superficie do receptor, o modelo a ser
impresso é incapaz de sair da rede polimérica. Portanto, controlar a espessura do
polimero em impressao superficie é fundamental, pois o nimero de sitios de ligacdo e a
dimensao destes sitios estdo diretamente correlacionados com esse recurso simples. No
entanto, é uma tarefa dificil, pois os moldes de proteinas sao geralmente menores do que
10 nm, e o modelo pode ser ligado a superficie do receptor em posicdes diferentes, que
de acordo com a conformacdao da proteina acima da superficie pode conduzir a
diferentes requisitos de espessura de polimero dentro do mesmo material.

Para superar a dependéncia da espessura do polimero, o trabalho desenvolvido
propde uma camada impressa de forma invertida do anticorpo plastico, SPAM, desta vez
denominada MAPS. A secdo transversal do material impresso em que a proteina
apresenta uma densidade mais elevada é o plano correspondente a proteina ligada
covalentemente. A saida desta camada faz com que as proteinas estejam na mesma
distancia para o local de saida do material. Em geral, espera-se com esta nova

abordagem, assegurar que todas as proteinas estejam em contato com a superficie
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exterior e capaz de sairem da matriz impressa, gerando, assim, uma alta densidade de

sitios para religacdo ao antigeno.

Figura 2 - Principios da construcdo dos Polimeros Impressos Molecularmente

Molécula de Interesse /molde

Polimerizagao

Suporte para adsorgao das

moléculas molde Extragio da
molécula molde

N\
900

o
® S

Para concepg¢do dos polimeros impressos, ou MIPs, ha a necessidade de obtencdo das moléculas de
interesse que serdo reticuladas com mondmeros funcionais sobre um suporte que geralmente servira
como plataforma de trabalho ap6s contrucdo dos MIPs. Depois de funcionalizar é necessaria uma rede
polimérica capaz de polimerizar as moléculas de interesse de forma a manter sua estrutura natural.
Posteriormente, ocorre a etapa de extracdo da estrutura molde sem deformacdo do polimero concebido,

para assim, esse funcionar de maneira a detectar apenas aquelas estruturas que foram usadas para seu

desenvolvimento.
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2 OBJETIVOS

Esse trabalho teve dois objetivos em particular. O primeiro foi desenvolver um
novo imunossensor empregando anticorpos monoclonais anti oxLDL para gerar um
biochiip com capacidade de detectar oxLDL circulante de forma rapida, alta
especificidade e sensibilidade, assim como, possibilidade de altomacdao e minimizacao,
para assim, transforma-lo em algo de facil portabilidade. O segundo objetivo foi
desenvolver um processo inovador para obter polimeros moleculares impressos,
também chamados de anticorpos plasticos, anti oxLDL, que demonstrasse alta
sensibilidade e especificidade, gerando assim, a possibilidade de ultrapassar a utilizacao

de animais para o desenvolvimento de anticorpos com objetivos de diagndsticos.
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3 MATERIAL E METODO

Todos os procedimentos envolvendo animais ou seres humanos foram aprovados
e realizados de acordo com a Comissdo de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (CEPSH-
ICB/USP) (Protocolo n 2. 1033 /CEP) e da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-
ICB/USP) (Protocolo n 2 116; livro 02; pagina 119).

3.1 Equipamentos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um
potenciostato/galvanostato da Metrohm Autolab, modelo PGSTAT302N (Figura 3A),
onde esta contido o médulo de impedancia (Z), e controlados pelo software NOVA. O
eletrodo utilizado foi o Au-SPE (Figura 3C), obtido da DROPSENS (DRP-C220AT), o qual
tem uma dimensao geral de 3.4 x 1.0 x 0.05 cm de comprimento x largura x altura,
respectivamente. O didmetro do eletrodo de trabalho é de 4 mm. Esses eletrodos sao
descartaveis e ideais para trabalhar com micro volumes, ou por meio de imersdo em
solucdo e indicados para desenvolver ensaios e (bio)-sensores.

A célula eletroquimica é constituida por: eletrodo de trabalho e eletrodo auxiliar
feitos de ouro, e eletrodo de referéncia feito de prata. Esses eletrodos sdo ligados a um

conector (Figura 3B) que por sua vez esta ligado ao potenciostato.
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Figura 3 - Equipamentos utilizados nos experimentos eletroquimicos.

C Eletrodo de EIEtTdo
Trabalho (E. Auxiliar (E.A)

Eletrodo de
Referéncia (E.R)

Conecgio do
EA

\

Conec¢io [V <
E.T

A figura mostra uma visdo geral dos equipamentos utilizados nos experimentos eletroquimicos (A), em

Conecc¢io do
ER

destaque o potenciostato (A1). Em (B) observa o transdutor de sinal, “Boxed Connector for Screen-
Printed Electrodes”, conectado com um Au-SPE. Em (C) aparece o detalhamento da constituigao de um Au-

SPE.
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As leituras com ondas quadradas (SWV) foram realizadas utilizando uma solucdo
de ferro (ferri/ferro) composta com 5.0 mmol L1 de [Fe(CN)¢]3 e 5.0 mmol L1 de
[Fe(CN)s]* preparado em PBS, pH 7. O potencial de varrimento variou entre -0,7 e +0,7
V, que corresponde a uma frequéncia de 50 Hz e tamanho de 150 mV. Os ensaios com
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram realizados utilizando a mesma
solucdo eletrolitica, [Fe(CN)¢]3-4, a um potencial padrao de 0,12 V e potencial sinusoidal
com uma amplitude de 0,01 V. O numero de frequéncias foram iguais a 50 e
logaritmicamente distribuidos ao longo de um intervalo de 0,1-100 kHz. Os dados EIS
foram apresentados sob a forma de “Nyquist plots”.

A andlise morfologica e de superficie dos MAPS e NIM foram feitas com
microscépio eletronico de varredura (Scanning Electron Microscope -SEM) (JSM-6010LA
InTouchScope). As analises de Raman foram realizadas em espectrometro de Raman
com microscopia confocal (DXR™ Raman Microscope), por focagem directa do filme de
polimero fabricado em ouro. Para o tragado dos espectros usou-se uma lente de 50x.

Para a separacdo das amostras de LDL, foi utilizada uma ultracentrifuga
Beckman, 50Ti rotor, L-8 ultracentrifuge.

Para determina¢do do tamanho do oxLDL e do complexo oxLDL-anticorpo foi
utilizado o equipamento de dispersdo dinamica de luz (Dynamic Light Scattering-DLS),

acrescentando uma pequena amostra das solu¢des no equipamento Avid Nano DLS.

3.2 Obtencao e Purificacdo dos Anticospos Monoclonais

Trés hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-oxLDL nomeados de
73, 77 e 87, previamente obtidos e caracterizados por nosso grupo, foram
descongelados e cultivados em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (Sigma-
Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino (FCS-Fetal Calf Serum), 100 pg/mL-! de L-
glutamine e 50 pg/mL-1 de gentamicina. Os isotipos dos anticorpos monoclonais (73, 77
e 87), presentes no sobrenadante foram estocados a -20 °C até a purificac¢ao.

A purificacao dos anticorpos foi feita de acordo com Gidlund et al. (1996), através
da cromatografia de afinidade utilizando proteina G (Protein G Sepharose 4 Fast Flow-
Sigma-Aldrich). Para isso, foi acrescentado 2 mL de proteina G para cada 500 mL de
sobrenadante e levado a leve agitacdo por aproximadamente 6 h para que os anticorpos

se ligassem as proteinas G. Apds agitacdo, o frasco foi deixado em repouso para
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decantagdo. O sobrenadante foi retirado e a proteina G + anticorpos foram lavados com
PBS até que a solucdo ficasse transparente para posteriormente acrescentar em uma
espécie de seringa (coluna).

As proteinas ndo adsorvidas foram retiradas durante a lavagem com PBS. Os
anticorpos monoclonais foram em seguida eluidos da coluna com acido acético a 0,5M e
coletadas 10 gotas do eluente em tudos de ensaios com 250 uL de TRIS a 1M com pH 8.8
por tubo, para neutralisar o pH das amostras. A presenca de proteinas (anticorpos), em
cada tubo foi detectada pelo método de Bradford (1976).

Apés essa etapa de purificagdo, juntou-se as aliquotas contendo anticospos para
criar um pool com uma maior quantidade de proteinas, e, posteriormente, dialisadas em
PBS durante 18 h. Apo6s didlise, os anticorpos purificados foram analisados quanto a
concentracdo de proteina pelo método de Lowry et al. (1951), aliquotados e estocados a

-20 °C até o uso.

3.3 Isotipagem dos Anticorpos quanto a Classe e Subclasse de Imunoglobulinas

Os isotipos dos anticorpos monoclonais foram determinados através de ELISA
indireto, utilizando o kit de isotipagem de anticorpos de camundongos (SIGMA, Saint
Louis, Missouri, USA). Para isso, uma placa de microtilugacdo, high binding, de 96 pocos
foi sensibilizada com anticorpos de cabras anti camundongo IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3,
IgM or IgA e deixados durante a noite a 4 °C para boa adsor¢do na placa. Para evitar
reacOes inespecificas, a placa foi bloqueada utilizando PBS-Leite a 5% (Leite Molico,
Nestle) por duas horas a 37 °C. Ap6s o bloqueio, foi adicionado separadamente 100uL
dos anticorpos 73, 77 ou 87 a 250 pg/mL?! e incubados por uma hora a 37 °C.
Posteiormente, foi adicionado em todos os pocos, anticorpos anti-imunoglobulina de
camundongo conjugados a peroxidade (Amersham LIFE SCIENCE) diluidos 1:1000 e
incubados por uma hora a 37 °C, para em seguida, adicionar substrato OPD (o-
phenylenediamine dihydrochloride) (Sigma-Aldrich) com peréxido de hidrogénio. A
reacao foi parada com acido sulftirico 2N e lida utilizando espectrofotometro a 492 nm.
Entre todos os passos do ensaio, a placa foi lavada quatro vezes com PBS-Tween

contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-SM-T20) e trés vezes com PBS puto.
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3.4 Obtencao e Oxidacio das Lipoproteinas de Baixa Densidade

Para obtencdo de LDL in natura, amostras de sangue foram coletadas de
voluntarios saudaveis e de ambos os sexos. O sangue foi coletado em tubos vacutainer
(tubos de coleta de sangue a vacuo) contendo 0,054 mL de anticoagulante, acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), para 4,5mL de volume obtido. O sangue de cada
voluntario foi centrifugado separadamente a 1000xg, na temperatura de 4 °C por 10 m, e
posteriormente feito um pool de plasmas. No plasma total foram adicionados 2 mM de
benzamidine, 0.5%  gentamicina, 0.25%  cloranfenicol, 0.5 mM PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride) e 0,1 unidade/mL de aprotinina, para evitar a
contaminacao.

A LDL (d=1.006%+1.063g/mL) foi separada por ultracentrifugacdo sequencial, a
100.000 xg, por 20 h a 4 °C. Ap6s separagdo, a LDL foi dialisada por 48h em PBS-EDTA
0,01% , pH 7,4 e filtrada utilizando filtro milipore de 0,22pm de diametro. Apoés
obtencdo da LDL, uma aliquota foi separa para dosagem de proteinas na particula de
LDL utilizando o método de Lowry et al. (1951) e a parte maior foi armazenada a 4 °C até
a utilizacao.

Para preparar oxLDL, a LDL na concentragdo de 4 a 6 mg/mL-! foi incubada com
sulfato de cobre (CuS04), numa concentracao final de 20 pM, por 18 h a 37 °C. A reagao
foi bloqueada com adi¢cdo de EDTA 1 mM (FERNVIK et al., 2004; ZARATIN et al,, 2002).

3.5 Construc¢do do Imunossensor Utilizando os Anticorpos 73,77 e 87

Para construcdo do imunossensor, foi escolhido o chiip Au-SPE, que contém uma
tinta de ouro sobre o eletrodo de trabalho, como plataforma para liga¢cdo dos anticorpos.
Para ligar a regido Fc do anticorpo ao eletrodo de trabalho, foi utilizado cisteamina
(CoH13N305) a 50 mM como SAM, pois dessa forma, ficariam aminas livres capazes de
ligarem-se com as carboxilas da regido Fc dos anticorpos. O tempo de formag¢do da SAM
foi de uma hora em temperatura ambiente. Antes da adicdo dos anticorpos sobre a
cisteamina, estes reagiram com NHS (N-hydroxysuccinimide-C4HsNO3) e EDAC (N-Ethyl-
N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride) a 25 mM, por 15
minutos em temperatura ambiente, para ativacdo das regides carboxilicas dos

anticorpos. Até entdo, os experimentos estavam sendo feitos com altas concentragdes
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dos trés anticorpos juntos, pois o objetivo seria conseguir ligar os anticorpos sobre a
plataforma de ouro com cisteamina e mensurar essa ligagao por ensaios eletroquimicos.

Apoés a ligacdo do anticorpo sobre a cisteamina, houve o bloqueio de possiveis
espacos que a cisteamina e/ou os anticorpos nao tivessem ocupados, adicionando BSA
(Bovine Serum Albumin) a 0.5 mg/mL-1 e incubando por uma hora em temperatura
ambiente. Posteriormente ao bloqueio, houve a obtencdo do imunossensor em
condi¢oes de testes. Entdo, este foi experimentado para detecta altas concentracdes de
oxLDL, e outros antigenos, como LDL ndo oxidada, mioglobina e hemoglobina, como
controles negativos. Durante os testes, foram adicionados aliquotas de 10ul da amostra
de oxLDL diluida em PBS numa concentracao de 100pg/mL-1, para provar a viabilidade
do imunossensor as moléculas oxLDL. Apds obtecao dos resultados do imunossensor
com oxLDL, estes foram testados com os controles negativos, seguindo a mesma
metodologia aplicada com oxLDL. Todas essas etapas de modificacdo quimica sobre o

eletrodo de trabalho do Au-SPE foram medidas com EIS.

Figura 4 - Desenho esquematico referente ao processo de construcio do

imunossensor
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(A) O eletrodo de trabalho do Au-SPE contendo cisteamina com o grupo tiol ligado e as moléculas aminas
expostas para ligacdo as regides carboxilicas dos anticorpos; (B) uma molécula de anticorpo ligada com a
regido Fc sobre a cisteamina depositada no eletrodo; (C) adicdo de moléculas de BSA como forma de
bloqueio de espacos livres contigo sobre o eletrodo de trabalho; (D) adi¢do de oxLDL como antigeno alvo
dos anticorpos/imunossensor. Em todos os passos foi realizada leitura eletroquimica utilizando

Ferri/Ferro como solugdo eletrolitica. Figura obtida de Cabral-Miranda et al. (2014).
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3.6 Otimizacao do Imunossensor anti-oxLDL

Apbs os testes iniciais com o imunossensor utilizando altas concentra¢des de
oxLDL e controles negativos, passou-se para o processo de otimizacao.

Os primeiros testes foram para obter uma concentrac¢do ideal dos anticorpos que
fosse capaz de ocupar todo o espaco do eletrodo de trabalho e mostrasse boa resposta
ao antigeno. Para isso, foi adicionado de forma crescente, sobre a camada de cisteamina,
aliquotas de 10 pL dos anticorpos numa concentracdo de 10 pg/mL1 até atingir um
ponto de saturacao.

Posteriormente ocorreu os ensaios para obter o tempo minimo que os anticorpos
conseguinham ligar ao oxLDL, para em seguida obter um ponto de corte que o
imunossensor poderia detectar oxLDL diluido em tampdo PBS. Como aconteceu nos
ensaios de obtenc¢do da concentragdo de trabalho dos anticorpos, passou-se a testar o
imunossensor com oxLDL em concentracdes iguais de forma crescente, iniciando com
5pg/mL-1 até alcangar um grau de saturagao.

Apés otimizacdo do imunossensor com oxLDL diluido em PBS, foram feitos testes
com oxLDL diluida em FCS, como forma de aproximar o uso do imunossensor com
amostras reais de plasma humano. Com isso, foi diluido oxLDL em FCS puro para uma
concentracdo final de 100 ug/mL-1; ou oxLDL em FCS diluido em tampao 1:1, 1:10, 1:100
e 1:000, para observar se o imunossensor conseguiria detectar a oxLDL em alguma
dessas dilui¢des. Foi testado também o imunossensor com FCS sem oxLDL como forma
de controle negativo.

Apés testar o imunossensor para detectar oxLDL diluida em FCS puro ou diluido,
e obter resultados positivos em todas as formas de dilui¢des, foi escolhido trabalhar com
oxLDL diluindo diretamente no FCS puro, como forma mais préxima do real. Em seguida
foi feita diluicoes seriadas de oxLDL diluida em FCS, com a primeira concentracdo de 0,5
nug/mL-1 e aplicagdes seriadas de solugdo com oxLDL na concentracdo de 2,5 pg/mL-1 até
alcangar o ponto de saturacao.

Até o momento, todas as atepas de mensuracdo estavam sendo feitas com EIS.
Porém, apds esse momento de testes com o imunossensor, este foi submetido a outras
formas de medi¢des eletroquimicas que fossem capazes de acompanhar a montagem e

os testes do imunossensor.
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Em todas as etapas de montagem do imunossensor, assim como com os testes
deste com as amostras, o chiip/eletrodo era lavado com PBS e secado cuidadosamente

com azoto.

3.7 Producdo dos MAPS (Materials Antibody Plastic Smart) E NIM (Non-imprinted
materials)

O material biomimético produzido foi chamado MAPS referindo-se ao inverso do
nome SPAM o qual foi uma referéncia para desenvolver esses anticorpos plasticos. Para
superar a dependéncia da espessura do polimero, o trabalho desenvolvido propos uma
camada impressa de forma invertida do anticorpo plastico SPAM.

A sintese dos MAPSs foi dividida em duas partes, utilizando dois Au-SPE onde
apenas os eletrodos de trabalho foram modificados, deixando assim o eletrodo de
referéncia e o eletrodo auxiliar livres para acompanhar/medir a construcao e testes dos
anticorpos plasticos. Sendo importante citar que um dos Au-SPE (o primeiro) foi um
eletrodo reutilizado/reciclado.

Primeiramente os Au-SPEs foram lavados com etanol, depois com agua
deionizada (condutividade <0,1 pS/cm) e secados com azoto. Em seguida foi adicionada
sobre o eletrodo de trabalho do 12 Au-SPE, uma camada de PVC-COOH (Carboxylated
Poly (vinyl chloride)), a qual foi preparada diluindo 0.1 g de Cloreto de Polivinilo
Carboxilado (PVC-CCOH - Fluka) + 0.12 g de o-nitrofenil octil éter (o-NPOE- Fluka) +
1.5mL de tetrahidrofurano (THF - Aldrich) deixando em agitagdo com barra magnética
até dissolver completamente.

A camada de PVC-COOH foi incubada durante a noite em temperatura ambiente.
No dia seguinte, foi adicionado uma aliquota de 4gua por aproximadamente 30m sobre a
camada de PVC-COOH para hidratd-la e em seguinda houve a ativacdo dos grupos
carboxilicos, adicionando 25mM de NHS (N-Hydroxysuccinimide, Fluka) por 10m e em
seguida com NHS + EDAC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide
hydrochloride, Sigma) a 50mM por 2h, ambos em temperatura ambiente e ambos os
reagentes preparados em agua desionizada.

Apés ativacdo dos grupos carboxilicos, foram ancoradas as moléculas de oxLDL
diluidas em tampao PBS para uma concentracdo final de 4mg/mL-1. A reacao aconteceu

em um periodo de 3h em temperatura de 4 °C, com posterior lavagem com PBS e
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bastante agua desionizada, retirando assim as moléculas de oxLDL que ndo tivessem
ligadas a camada de PVC-COOH.

Para bloquear os grupos carboxilicos remanescentes, foi adicionado sobre a
superficie modificada com PCV-COOH+o0xLDL, atilenodiamina a 0.5M preparada em agua
desionizada. O bloqueio aconteceu em um periodo de uma hora em temperatura
ambiente. Em seguida o eletrodo foi lavado com agua em abundancia, secado e
adicionado monoémeros carregados, vinil benzoato (VB, Aldrich) a 5.0x10-3 mol/L e
cloreto de vinil benzil trimetil aménio (VB+, Acros Organics) a 1.0x10-2 mol/L. A
incubagdo com os mondmeros carregados ocorreu durante a noite em temperatura de 4°
C. No dia seguinte foi retirado o excesso de reagente e lavado cuidadosamente a
superficie do sensor com agua desionizada. Posteriormente, ocorreu o processo de
polimerizacdo das moléculas de oxLDL, o qual foi feito adicionando uma aliquota de
aproximadamente 5 pl da solucdo polimerizante, preparada com acido metacrilico
(MAA, Aldrich), mais dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA, TCI) a 5.0x10-3 mol/L, mais
Per6xido de Benzoila (BPO, Himedia) a 5.0x10-4 mol/L; a polimeriza¢do ocorreu em
temperatura ambiente em um periodo de 5h. Apds polimerizar, houve a ativa¢do dos
grupos carboxilicos do polimero com 25 mM de NHS por 10m e em seguida com
NHS+EDAC a 50mM por 2h, ambos em temperatura ambiente. Posterior a ativacdo dos
grupos carboxilicos do polimero, houve ligagio deste ao 22 Au-SPE que foi
paralelamente preparado para extra¢do do polimero preparado sobre o chiip 1.

A preparacao do 29 Au-SPE ocorreu inicialmente com a funcionalizagdo do
eletrodo de trabalho com grupos carboxilicos, incubando por 20h com Aacido
mercaptopropionico (MPA, Sigma) a 1.0x10-3 mol/L diluido em dgua desionizada. Apos
funcionalizar, os grupos carboxilicos foram ativados com 25mM de NHS por 10m e em
seguida com NHS+EDAC a 50mM por 2h.

Antes de ligar ao chiip 1, houve a adi¢do de etilenodiamina a 0.5M sobre o
eletrodo de trabalho do chiip 2 e incubado por 1h em temperatura ambiente. A
etilenodiamina serviu como agente de ligacao entre os chiips 1 e 2.

As superficies modificadas dos Au-SPE 1 e Au-SPE 2 (eletrodos de trabalho),
foram entdo alinhadas e mantidas unidas por 24h numa camara imida em temperatura
ambiente e, no dia seguinte, houve a separagdo dos chiips com a retirada do polimero

com o chiip 2. O Au-SPE 2 foi em seguida tratado com proteinase K por 2 horas e lavado
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com agua desionizada para assegurar que nao ficaria nenhum fragmento de moléculas
de oxLDL unidas ao polimero.

As superficies dos materiais ndo impressos (NIMs-Non-imprinted materials),
foram preparados com um protocolo semelhante, em que a adicdo de oxLDL e
monomeros carregados foram substituidos por tampao e dgua.

O processo de construcio dos MAPS e NIM foi acompanhado por leituras

eletroquimicas EIS como forma de garantir que as modificagdes estavam acontecendo.

Figura 5 - Desenho esquematico referente ao processo de construgao do MAPS
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As modificagdes quimicas do processo de contru¢do do MAPS ocorreram com adi¢do de PVC carboxilado
(PVC-COOH) e ativacdo dos grupos carboxilicos (A1); ligacdo das moléculas de oxLDL e bloqueio com
etilenodiamina (EA) (A2); adi¢do dos mondmeros carregados vinil benzoato (VB) e cloreto de vinil benzil
trimetil amoénio (VB+), para ocorrer o processo de polimerizagdo com peréxido de benzoila (BPO), acido
metacrilico (MAA) e dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) (A3). Todas essas modifica¢des sdo ocorridas
sobre o eletrodo de trabalho do Au-SPE-1. Paralelamente ha a preparacdo do Au-SPE-2 com a adicdo de
acido mercaptopropionico (MPA) o qual leva ao contato entre a camada de ouro (Au) do eletrodo de
trabalho e o grupo tiol -SH com a formacdo de uma camada carboxilica (-COOH) estavel na superficie
exterior (B1); continua com adi¢do do agente de ligacdo EA (B2) para unir os Au-SPE 1 e 2 (A3 e C). Em
seguida houve a separagio dos Au-SPE 1 e 2 (D) com subsequente digestdo de remanescente de particulas

de oxLDL (E). Figura obtida de Cabral-Miranda; Gidlund; Sales, (2014).
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3.8 Testes e Ensaios Eletroquimicos com os MAPS e NIM

Apés obtencdo dos MAPS e NIM, estes foram testados a detectar oxLDL, as quais
foram as moléculas molde para construcao do MAPS. Assim como, foram submetidos a
deteccdao de moléculas de LDL ndo oxidada, Mioglobina e Hemoglobina como formas de
controles negativos.

Com o objetivo de testar se os MAPS e NIM eram capazes de reconhecer
moléculas de oxLDL em altas concentragdes e diluidas em tampao, o qual nao tem outras
moléculas que pudessem competir com os possiveis sitios de ligacdo, a oxLDL foi diluida
em PBS na concentracao final de 50pg/mL-1 e adicionado aproximadamente 10ul sobre
os MAPS e NIM. Estes foram incubados por 1h em temperatura ambiente, depois lavados
com agua desionizada, secados cuidadosamente com azoto e lidos com EIS. Apds esses
ensaios, os MAPSs foram testados com os controles negativos, seguindo o mesmo
parametro dos testes com oxLDL.

Posteriormente aos testes iniciais dos MAPSs com oxLDL e controles negativos
diluidos em PBS, passou para o processo de otimizacdo dos ensaios. Para isso, houve
mudanga da solugdo diluente PBS por FCS, como uma forma de mimetizar a detecg¢ao de
oxLDL em amostras de plasma humano; seguida com a diminuicao do tempo de detecgao
da oxLDL. Os MAPSs também foram testados com FCS sem oxLDL, como forma de
controle negativo.

Posteriormente, foi feito uma diluicdo seriada para obter o potencial de detecgao
de oxLDL pelos MAPSs. Primeiro os MAPSs foram testados com FCS puro, para em
seguinda adicionarmos 10 pl de FCS com oxLDL numa concentracao de 2.5ug/mL-1,
incubado, lavado, secado e lido com EIS. Os passos seguintes foram com a adigdo
sequencial de FCS com 2.5ug/mL1 de oxLDL, ficando assim, com 5.0, 7.5, 10.0 e 12.5
ug/mL1, ponto em que o MAPS ndo respondia mais ao oxLDL. Para confirmar a
saturacdo, foi feito adicoes de solugdo com altas concentragoes de oxLDL,
especificamente 25.0 pg/mL1 e 50.0pg/mL-1. Durante todo o processo de construcao e
testes dos MAPS e NIM, estes foram lidos em EIS usando Ferri/Ferro como solucao
eletrolitica. Para a reutilizacdo dos MAPS, era adicionado proteinase K para fragmentar

as moléculas de oxLDL que permaneciam ligadas.
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3.9 Visualizacao de Poros sobre os MAPS e NIM por microscopia eletréonica de

varredura (SEM)

Para melhor confirmacao de que as moléculas de oxLDL estavam sendo ligadas a
poros (sitios de ligacdo) formados durante o processo de polimerizacao, e que realmente
teriam formado os poros para detectar oxLDL, os MAPS e NIM foram analisadas por

microscopio eletronico de varredura (SEM).

3.10 Comparacao de espetros Raman entre MAPS e NIM

Tendo em vista verificar as semelhancas/diferengas quimicas entre os materiais
impressos e nao impressos, os polimeros obtidos foram sujeitos a analise por
espectroscopia de Raman, as quais foram realizadas em espectrometro de Raman com
microscopia confocal, por focagem direta do filme de polimero fabricado em ouro. Para o

tracado dos espectros usou-se uma lente de 50x.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram compartilhados em duas partes, sendo ambas na
imunologia aplicada, em especial imunotecnologia. Primeiro houve o desenvolvimento
de um imunossensor capaz de detectar oxLDL de forma rdpida e com alto grau de
sensibilidade e especificidade. Além deste, teve a obtencdo de anticorpos plasticos anti
oxLDL, que também demonstraram alta sensibilidade e capacidade seletiva com as
moléculas de oxLDL. Estes conduziram a duas publicagdes (em anexo) na revista
“Journal of Material Chemistry B", uma revista da Sociedade Real Inglesa de Quimica,
que tem importante tradicio em publicacdes e, por conseguinte, um alto fator de

impacto.

4.1 Peso e Tamanho das Particulas de oxLDL e do Complexo oxLDL-Anticorpos por
DLS

A distribuicdo do tamanho das particulas de LDL oxidada foi determinada por
dispersdo dinamica de luz (DLS). Isto foi feito pela adicido de uma gota de solucao
contendo 1mg/mL1 em uma lamida prépria do equipamento Avid Nano DLS. As
particulas de oxLDL exibiram nanoestruturas com tamanho médio de 67,7 nm e com
desvio padrdo de 65,6 nm. A média do peso molecular das particulas de oxLDL foi de
85.013,13 kDa, correspondente a uma polidispersao de 0,94%.

Em relacdo ao complexo antigeno (oxLDL)-anticorpo (anti-oxLDL), este
demonstrou tamanho médio de 208,9 nm, com um desvio padrao de 130,1 nm. O peso
molecular do complexo foi de 440 162,20 kDa, correspondente a uma polidispersao de

0,39%.

4.2 Isétipos dos Anticorpos anti-oxLDL por ELISA Indireto

Os isdtipos dos anticorpos analisados por ELISA indireto, utilizando o kit de
isotipagem de anticorpos de camundongos (SIGMA, Saint Louis, Missouri, USA),
demonstraram pertencer todos a classe de imunoglobulina IgG e subclasse IgG1, como

mostra a figura 6 abaixo.
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Figura 6 - Isotipagem dos anticorpos anti-oxLDL.
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Cada coluna, azul, vermelha ou verde, representa uma linha da placa de ELISA (A, B e C), as quais foram
adicionados os anticorpos 73, 77 ou 87 respectivamente, apds sensibilizar os pocos com os anticorpos

anti-camundongos, I1gG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM ou IgA.

4.3 Construcao do Imunossensor

Para desenvolver um imunossensor que obtivesse alguns avangos no diagndstico
padrao de oxLDL, assim como, melhorar o modo de criagdo dos imunossensores vistos
na literatura, seria necessario primeiramente de uma SAM simples, rapida e capaz de
ligar os anticorpos nas regides Fc, para poder deixar os sitios de ligacdo aos antigenos
livres. Para isso, o desenho tedrico deste imunossensor usou apenas cisteamina como
SAM, pois esta seria capaz de ligar-se ao eletrodo de trabalho do Au-SPE de forma a
deixar particulas de aminas livres para ligarem as regides carboxilicas dos anticorpos.
Nesta parte da montagem ocorreu como previsto, ou seja, foi possivel detectar através
de ensaios eletroquimicos EIS a ligacdo da cisteamina sobre o eletrodo. Porém, ao
adicionar os anticorpos sobre o eletrodo+cisteamina, os mesmos nao ligaram as aminas.
Devido a isso, foi necessario ativar as regides carboxilicas dos anticorpos sem desnatura-
los, pois poderia ser esse o problema da ndo ligacdao dos anticorpos a cisteamina. Para
isso, foi utilizado NHS+EDAC as quais tem reconhecida capacidade para ativacdao de
grupos acidos carboxilicos, sendo assim uma ferramenta poderosa e versatil para ligagdo
de peptideos e/ou proteinas, e preparacdo de sondas biomoleculares, através de

imobilizacdo de macromoléculas para o desenvolvimento de métodos de deteccdo e de
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analise na biologia molecular (BERTOK et al., 2013; GOODING; CIAMPI, 2011; GUO et al,,
2004; JIANG et al., 2004; NGUNJIRI et al., 2013). Apo6s ativacdo das regides carboxilicas
dos anticorpos, estes foram capazes de ligar as aminas sobre o eletrodo de trabalho de
forma perceptivel ao EIS. Apés ligagcdo dos anticorpos com cisteamina, houve o bloqueio
dos possiveis sitios livres que os anticorpos e/ou cisteamina nao tivessem ocupados. Foi
perceptivel por EIS que durante o processo de bloqueio algumas vezes o BSA
(bloqueador) ligava-se a algumas regides livres do eletrodo de trabalho. Apds o
bloqueio, o imunossensor foi testado com altas concentracoes de oxLDL, o qual

demonstrou bons resultados, com capacidade de detectar oxLDL diluido em PBS.

4.4 Estudo da Seletividade do Imunossensor

Apébs os testes com o imunossensor demonstrarem resultados positivos para
detectar oxLDL diluido em PBS, este foi submetido a ensaios para detec¢ao de LDL nao
oxidada, mioglobina e hemoglobina, como controles negativos, também diluidos em PBS.
Todos os testes com controles negativos ndo alteraram a resisténcia do imunossensor
perceptivel por EIS, ou seja, o imunossensor anti-oxLDL foi capaz de responder
positivamente ao oxLDL e incapaz de responder aos controles negativos, como mostra as

figura 7 abaixo.
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Figura 7 - Testes da seletividade do imunossensor utilizando (A) mioglobina, (B)

LDL nao oxidada e (C) hemoglobina, como controles negativos.
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Obseravando as figuras acima A, B e C, nota-se que ha mudanca nas sucessivas modificacées quimicas

onde os eletrodos alteraram suas caracteristicas elétricas, com a adi¢do de cisteamina (Cys) sobre o ouro

limpo, posteriormente com a ligacdo dos anticorpos e o bloqueio com BSA. Porém, ao adicionar

mioglobina (A), LDL ndo oxidada (B) e hemoglobina (C), os imunossensores ndo alteraram suas

resisténcias sobre o eletrodo de trabalho, como mostram as regides de semicirculo estavel apds o

bloqueio. Isso mostra que os imunossensores nao respondem aos controles negativos. Figura obtida de

Cabral-Miranda et al. (2014).
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4.5 Ensaios Eletroquimicos com o Imunossensor Utilizando os Anticorpos

Monoclonais Separadamente

Apés o imunossensor ser construido utilizando um pool dos anticorpos em alta
concentracdo, este foi remontado utilizando os anticorpos (73, 77 ou 87) separadamente
para testar se todos estariam vidveis para detectar oxLDL apés a construcao do
imunossensor. Mas antes dos testes com os anticorpos separadamente, foi obtido a
melhor concentragdo dos anticorpos que fossem capazes de suprir todo o espaco do
eletrodo de trabalho do Au-SPE que seria usado no decorrer dos experimentos. O
resultado obtido demonstrou muita oscilacdo no grau de concentragdo dos anticorpos,
perceptivel por EIS. Entdo, utilizando conhecimentos obtidos durante a construcdo de
outro imunossensor (CABRAL-MIRANDA et al., 2013) foi estabelecido a concentracdo de
50 pg/mL1 como padrdao para constru¢do do imunossensor, com os anticorpos
separadamente ou juntos. Em seguinta, foi montado o imunossensor utilizando os
anticorpos separadamente e os resultados mostraram que todos os anticorpos estavam
vidveis para detectar oxLDL, mesmo que em grau de resisténcia/deteccdo diferente

(figura 8).
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Figura 8 - Resposta eletroquimica EIS do imunossensor, utilizando os anticorpos

(Ac) 73 (A), Ac73 (B) ou Ac87 (C) separadamente.
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Ao montar o imunossensor com os anticorpos separadamente, nota-se que todos os anticorpos foram

capazes de responder/ligar as moléculas de oxLDL, monstrando que os trés anticorpos encontravam-se

vidveis apds a contrugao do imunossensor. Figura obtida de Cabral-Miranda et al. (2014).
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4.6 Otimizac¢dao do Imunossensor

Com as respostas positivas do imunossensor para particulas de oxLDL, testes de
seletividade, além dos resultados positivos com os anticorpos separadamente, houve o
retorno dos trabalhos com os trés anticorpos juntos para montar o biochiip.

O passo seguinte foi testar se nesse padrdao de construcdo do imunossensor e
ensaios com EIS a um potencial padrao de 0,12 V e potencial senoidal de resisténcia com
uma amplitude de 0,01 V, nimero de frequéncias iguais a 50 e logaritmicamente
distribuidos ao longo de um intervalo de 0,1-100 kHz, o imunossensor conseguiria
mostrar uma resposta linear em variadas concentragdes de oxLDL.

A resposta mostrou que o biossensor responde bem a uma concentracdao de 5
ug/mL-1 de oxLDL diluido em PBS, sendo este o nivel de concentragcdo compreendida na
gama de resposta linear do dispositivo. A resposta linear foi observada até 20 pg/mL-1,
sendo expressa como Rct (1) = 41.33 x oxLDL (pug/mL1) + 1267.4, com o coeficiente de
correlacao de 0,995. O desvio padrao das medi¢des repetidas foi inferior a 5%. (Tabela

1; Figuras 9 e 10)
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Figura 9 - Respostas eletroquimicas EIS obtidas com a montagem do

imunossensor utilizando os trés anticorpos juntos.
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A primeira figura (A) mostra a leitura da superficie limpa do Au-SPR, Cys, Ac73, 77 e 87 juntos, bloqueou

com BSA e a resposta para a primeiro aplicacdo da solucdo contendo oxLDL a 5 pg/mL1. Em posterior é

mostrado a calibragcdo com variadas concentra¢des de oxLDL, especificamente de 5 a 30 ug/mL! (B).

Figura obtida de Cabral-Miranda et al. (2014).
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Tabela 1 - Curva de Calibracao da oxLDL nas concentracdes de 5 a 30 pg/mL-1.

Procedimento de Solugcdes  Concentracbes Tempo Ret (£2)
Imobilizacao

Funcionalizagao Cisteamina 50 mM 1h 267.99

Anticorpos 73,77 e 87 50 ug/mL1 1h 916.02

Solugao Bloqueadora BSA 0.5mg/ mL1 1h 1091.7
Calibracao com oxLDL Ret
Q)

oxLDL 5 ug/mkL1 15min 1456.4

10 pg/mL1  15min 17015
15 pug/mLt  15min 1898.4
20 pg/mL1 15min  2079.6
25pug/mL1  15min  2076.2
30 pg/mL1  15min 2086.2

A tabela apresenta os dados numéricos referidos na figura 9, mostrando que a mudanga na resisténcia

ocorreu desde o acréscimo de Cisteamina ao oxLDL a 30 pg/mL-1.

Figura 10 - Gama linear da curva de calibracao do imunossensor.

ﬁ | y=41.33x+1267.4
T 2=0.995
2000 - ¢
23 1800 - o
< 1600 - ¢
% 1400 - ¢
1200 -
1000 ; ; ; ; .
0 5 10 15 20 25
Concentracio de oxLDL (ug/mL1)

A melhor resposta da gama linear com a leitura eletroquimica EIS foi obtido calibrando com oxLDL nas
concentracdes de 5 a 20 pg/mL-1, apesar do imunossensor ter respondido até 30 pg/mL-1, como mostra

a figura 9 e a tabela 1.
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4.7 Testes do Imunossensor com oxLDL Diluido em Soro Fetal Bovino

Considerando que o imunossensor foi desenvolvido para detectar oxLDL em
amostras reais de sangue/plasma humano, seria importante verificar o desempenho
deste sob condi¢des préximas do real. Isto foi feito através da substituicdo do tampao
PBS por FCS puro (composicao biolégica real) e/ou FCS diluido.

A leitura eletroquimica EIS do imunossensor com oxLDL diluida em FCS mostrou
clara evidéncia da capacidade de detec¢do de oxLDL (Figura 11 B). Para garantir que o
FCS nao foi responsavel por este aumento da resisténcia observada por EIS, um sinal em
branco foi medido através da utilizacdo de FCS sem oxLDL (Figura 11 A). Este controle
negativo mostrou que todas as espécies bioldgicas presentes no FCS ndo foram capazes

de impedir a detec¢ao do oxLDL e nem de interagir com a superficie do imunossensor.
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Figura 11 - Resposta eletroquimica EIS do imunossensor com FCS sem oxLDL (A)

ou FCS com oxLDL (B).
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Obseravando as figuras A e B é perceptivel a alteracdo das caracteristicas elétricas com a adigdo de
cisteamina (Cys) sobre o ouro limpo e posteriormente com a ligacdo dos anticorpos. Porém, em (A) a
figura ndo mostra alteragdo quando foi adicionado BSA, pois ndo houve espago livre para este se ligar.
Diferentemente de (B), que apds a adigdo de BSA, houve uma pequena alteragdo de resisténcia sobre o
eletrodo. Nesse caso, mostra que a ligacdo dos anticorpos nao foi suficiente para suprir todo o espaco do
eletrodo de trabalho. Na fase seguinte, ao acrescentar FCS sem oxLDL (A), o imunossensor nio
demonstrou nenhuma alteracdo de impedancia, diferentemente de quando foi acrescentado oxLDL diluido
em FCS (B). Isso mostra que o Imunossensor consegue detectar oxXLDL mesmo em solugdo biolégica

(soro). Figura obtida de Cabral-Miranda et al. (2014).
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O desempenho analitico do imunossensor também foi verificado através da
calibracdo do dispositivo com padrdoes de oxLDL diluidos em FCS. A faixa de
concentracdao da oxLDL utilizada nesta calibracdo foi de 0,50 - 50 pg/mL-1. Sob estas
condicOes, o imunossensor foi capaz de detectar a oxLDL de 0,50 a 18,0 pg/mL-1. Os
valores de inclinagado e intercep¢ao foram, respectivamente, 62,43 (2 x mL pg1) e 540.2
Q, com um coeficiente de correlagdo quadrado de 0,9951 (Tabela 2; Figura 12A e B). O
limite de deteccao foi de 0,22 pg/mL-1, calculado como a intercep¢do entre as partes

lineares e nao lineares da curva de calibracdo (Figura 13).
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Figura 12 - Curva de calibracdo do Imunossensor utilizando oxLDL diluida em FCS.
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A figura mostra que apds montar o Imunossensor, ou seja, adicionar Cys sobre o ouro limpo, ligar os
anticorpos e bloquear com BSA, este foi testado a responder diferentes concentracdes de oxLDL diluida
em FCS. A figura (A) montra os resultados da montagem do imunossensor e as primeiras dilui¢ées de
oxLDL nas concentragdes de 0,5 e 3 ug/mL-1. Visto que o imunossensor respondeu lijeiramente a 0,5
pg/mL-1, porém, a resposta com melhor visibilidade foi quando a concentracdo de oxLDL era de 3 pg/mL-
1. Em (B) ha a calibragdo completa, de 0,5 a 21,5 pg/mL-!, momento de estabilidade elétrica e ndo mais

altera a impedancia sobre o eletrodo de trabalho. Figura obtida de Cabral-Miranda et al. (2014).
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Tabela 2 - Curva de Calibracao da oxLDL diluido em FCS nas concentragoes de 0,5 a

21,5 pg/mL-1,
Procedimento de Solugdes Concentragbe Tempo  Ret ()
Imobilizacdo S
Funcionalizacdo Cisteamina 50 mM 1h 109,98
Anticorpos 73,77e87 50 pg/ mL1 1h 440,28
Solugdo Bloqueadora BSA 0.5 mg/ mL-1 1h 480,33
Calibra¢ao com oxLDL Ret (Q)

oxLDL 0,5 pg/ mL1 15min 541,30

3 pug/ mL1 15 min 734,79
5,5 pg/ mL1 15 min 902,54
8 ug/ mL1 15 min 1056,1
10,5pg/ mL1 15 min 1192,7
13pg/ mL1 15 min 1376,5
15,5 pg/ mL1 15 min 1473,6
18pg/ mL1 15min  1497,36
21,5pg/ mL1 15 min 1491,4

A tabela apresenta os dados numéricos referidos na figura 12, visto que na curva de calibracdo houve

aumento de resisténcia até 18ug/ mL! de oxLDL diluida em FCS.
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Figura 13 - Gama linear da curva de calibracio do imunossensor com oxLDL

variando de 0,5 a 15,5 pg/mL-1.
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A figura mostra que a melhor resposta da gama linear na calibracdo de oxLDL diluido em FCS foi nas
concentragdes de 0,5 a 15,5 ug/mL-1, mesmo que o imunossensor tenha mostrado resposta até 18

pg/mL-1, como mostra a figura 13 e a tabela 2.

Ensaios com SWV também foram realizados durante a calibracio do imunossensor
diluindo a oxLDL em FCS. Essas leituras foram realizadas em paralelo com a leitura
eletroquimica EIS, como forma de comparacao dos métodos. Os voltamogramas obtidos
dos ensaios com SWV podem ser vistos na figura 14. No geral, a montagem do
dispositivo mostrou diminuicao da corrente de pico da sonda redox (Figura 14 A), o qual
estava consistente com os dados obtidos por EIS. Porém, a calibragio em SWV
apresentou respostas lineares variando somente entre 3,0 e 10, ug/mL-1 (Figura 14 B),

apontando para EIS como a técnica mais adequada para aplica¢do analitica.
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Figura 14 - Resposta da montagem por SWV do imunossensor e a curva de

calibracao diluindo oxLDL em FCS
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A figura mostra os voltamogramas obtidos nos ensaios com SWV, onde em (A) é visto os resultados da
montagem do imunossensor e as primeiras dilui¢des de oxLDL nas concentracoes de 0,5 e 3 pg/mL-L
Corroborando com os resultados obtidos por EIS, o imunossensor mostrou diminui¢ao da corrente de pico
da sonda. Em (B) é mostrado a calibragdo por completo, de 0,5 a 13 pug/mL-1, momento de estabilidade
elétrica que ndo ha mais alter¢do da impedancia sobre o eletrodo de trabalho, ou seja, a calibracdo em
SWYV apresentou respostas lineares variando somente entre 3,0 e 10, ug/mL-1, apontando para EIS como a

técnica mais adequada para aplicagdo analitica. Figura obtida de Cabral-Miranda et al. (2014).
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4.8 Sintese dos Anticorpos Plasticos

A sintese dos anticorpos plasticos foi dividida em duas partes, utilizando dois Au-
SPEs onde apenas os eletrodos de trabalho dos Au-SPEs foram modificados. O eletrodo
de trabalho do Au-SPE-1 foi modificado por uma camada de PVC-carboxilado, onde este
polimero foi entdo deixado para secar durante um dia, para posterior incubagdo com
NHS durante 10 minutos e, em seguida, com as solu¢des EDAC + NHS durante 2 horas,
como forma de ativacao das regides carboxilicas do polimero PVC. Em posterior foi
adicionada oxLDL e mantida por 4 horas, a qual serviu como molde para polimerizagdo
dos anticorpos plasticos. Todos os passos para construgdio do MAPS foram
acompanhados por leitura eletroquimica EIS, como forma de garantia que o processo
estava seguindo como previsto, ou seja, o polimero ou anticorpo plastico anti oxLDL
estava sendo contruido. O resultado eletroquimico mostrou que todos esses passos
anteriormente citados foram capazes de ser mensurados, pois demonstraram resultados
visiveis como visto na Figura 15.

As particulas de oxLDL adicionadas a superficie do Au-SPE-1, ligaram-se
facilmente com os grupos carboxilicos anteriormente ativados, formando assim uma
ligacdo amida. Etilenodiamina foi adicionada em posterior para desativar os grupos
carboxilicos que permaneceram ativos apés a ligacao das particulas de oxLDL, seguindo
com a adicdo de cargas sobre as particulas de oxLDL. Para esta finalidade foi utilizado
vinil benzoato (polar) mais cloreto de vinil benzil trimetil aménio (carregada
positivamente). Isto foi obtido através de um arranjo monomérico pré-estabelecido por
meio de interagOes electrostaticas/idnicas entre os locais carregados acessiveis situados
sobre a superficie do molde e os mondémeros de vinil exteriores que transportam grupos
carregados.

Apés isto, a superficie contendo as moléculas de oxLDL foi polimerizada,
ocorrendo a formacao de uma matriz rigida, reticulada e com excelente capacidade de
mensuracdo eletroquimica. Os grupos funcionais carboxilicos na superficie exterior do
polimero foram ativados antes da ligacdo com o Au-SPE-2, o qual foi preparado em
paralelo, para retirar o polimero formado sobre as moléculas de oxLDL.

Sobre o Au-SPE-2 foi adicionado acido mercaptopropionico como a primeira
camada no eletrodo de trabalho, o qual é composto por uma cadeia de trés atomos de

carbono com um grupo carboxilico em uma extremidade e uma funcao tiol (-SH) na



64

outra extremidade. O contato entre a camada de ouro (Au) do eletrodo de trabalho e o-
SH levam a formacdo espontanea de uma intera¢do forte Au-enxofre e a formacio de
uma camada carboxilica estavel na superficie exterior do ouro. Esta superficie, depois de
ativada por EDAC/NHS, recebeu etilenodiamina, a qual gerou uma camada de amina na
superficie exterior do eletrodo de trabalho do Au-SPE-2, que serviu como agente de
ligacdo entre os Au-SPE 1 e 2.

Os Au-SPE-1 e Au-SPE-2 foram, entdo, perfeitamente unidos com as regides dos
eletrodos de trabalho em frente um do outro, para que o Au-SPE-2 aderisse ao polimero
formado no Au-SPE-1 de forma a extrai-lo. No dia seguinte, os Au-SPE-1 e Au-SPE-2
colados um no outro, foram imersos em agua com posterior separacao dos Au-SPEs,
onde o Au-SPE-2 retirou a camada polimérica e parte das particulas de oxLDL
covalentemente ligado a ele, as quais foram removidas por incubagdo com proteinase K,

obtendo assim, a superficie sensorial dos MAPSs (Figuras 5 e 15).

4.9 Acompanhamento das Modificacoes Quimicas no Au-SPE

As sucessivas modificacdes quimicas na area de trabalho do eletrodo mudaram
suas caracteristicas elétricas, onde a montagem do polimero anti-oxLDL foi seguida
através do monitoramento da capacidade de transferéncia de elétrons do Au-SPE para o
par redox (ferri/ferro) (Figural5). No presente, o componente imagindrio de
impedancia (Z", fora-de-fase) foi plotado contra o componente de impedancia real (Z ',
em fase) para cada frequéncia. Como esperado, esses graficos mostram uma regido de
semicirculo sobre o eixo real na faixa de alta freqiiéncia, o que indica um processo de
transferéncia de carga controlada, na qual o seu diametro igualou a cinética de
transferéncia de elétrons da sonda redox na interface do eletrodo. Esta regido foi
seguida por um comportamento linear na gama de frequéncia mais baixa, o que implica
um processo de transferéncia de massa limitada.

O ouro limpo dos Au-SPE-1 e Au-SPE-2 mostrou um pequeno dominio
semicirculo, sugerindo um processo de transferéncia de elétrons muito rapido com um
passo limitante difusional. Porém, com a adicao de PVC-COOH, oxLDL e polimero no Au-
SPE-1, deu-se origem a aumentos consecutivos na resisténcia de transferéncia de

elétrons, resultando em aumentos na se¢do semicircular.
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A ligacao do mercaptopropionico no Au do SPE-2 também contribuiu para um
aumento moderado da resisténcia, como esperado para compostos tiol, de pequena
cadeia de carbono, ligados ao ouro. Comparado a isto, a posterior ligacdo na camada do
polimero formado no Au-SPE-1 promoveu um grande aumento da resisténcia. Parte das
moléculas de oxLDL estava, entretanto, presente dentro deste filme polimérico do Au-

SPE-2, pois a acdo subseqiiente da protease diminuiu o valor da resisténcia.
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Figura 15 - Ensaios eletroquimicos EIS durante a construc¢io dos anticorpos

plasticos.
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As modificagdes quimicas durante o processo de contru¢do do MAPS foram acompanhadas por leituras
eletroquimicas EIS, como mostra a figura acima. Observa-se na figura referente ao trabalho com o Au-SPE
1, que apds adicdo de PVC carboxilado (PVC-COOH) houve grande aumento na resisténcia sobre o eletrodo
de trabalho. Em seguida, com adi¢do das moléculas de oxLDL, aumenta o grau de impedancia, mostrando
que estas adiriram a camada de PVC-COOH, para assim, ocorrer o processo de polimerizagio. E visto com
crescimento da curva de resisténcia sobre o eletrodo na figura que foi montado um polimero sobre as
moléculas de oxLDL. Paralelamente ha a preparagdo do Au-SPE-2 para retirar o polimero preparado sobre
0 Au-SPE-1, com a adi¢do de 4cido mercaptopropidnico sobre ouro (Au) limpo. Observa que com a adi¢io
de Mercapto, aumenta a resistréncia sobre o eletrodo de trabalho do Au-SPE-2, que apds adicionar agente
de ligacdo EA (ndo ha leitura EIS), os eletrodos sdo alinhados e unidos um ao outro. Em seguida houve a
separacdo dos Au-SPE 1 e 2 e feito mais leituras EIS com Au-SPE 2, para saber se houve a retirada do
polimero, o qual mostra considerado aumento da resisténcia. Posteriormente, é adicionado Proteinase K
sobre o polimero para digestdo de possiveis remanescente de particulas de oxLDL, o qual mostra
diminuicdo da resisténcia, ou seja, ao retirar o polimero preparado no Au-SPE 1, o Au-SPE-2 retirou

também, fragmentos de oxLDL. Figura obtida de Cabral-Miranda; Gidlund; Sales, (2014).
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4.10 Analise dos Anticopos Plasticos por Microscopia Eletronica de Varredura

Os MAPS e NIM foram observados por microscopia eletronica de varredura (SEM)
e foram apresentados como materiais completamente diferentes, como vistos na figura

16.

Figura 16 - Imagem por SEM da superficie nao-impressa (esquerda, NIM) e o

material impresso, anticorpos plasticos (direito, MAPS).

Figura obtida de Cabral-Miranda; Gidlund; Sales, (2014)

A superficie do MAPS mostrou uma alta densidade de "poros" com diferentes
tamanhos (Figura 16, a direita), os quais sdo referentes aos sitios de ligacdo das
moléculas de oxLDL, que foram usadas como moléculas molde para construgdo desta
rede polimérica. Corroborando com a ampla variacdo de tamanho das moléculas de
oxLDL previamente mensuradas por DLS, os poros da superficie do MAPS variou de
acordo com a gama de tamanho das moléculas de oxLDL.

Na superficie do material NIM, encontraram-se pequenos aglomerados de polimero
(Figura 16, esquerda). Esta observacao foi inesperada, mas pode esta correspondendo a
presenca de residuos de PVC-COOH, remanescente ap0s a separacdo do Au-SPE-1 e Au-

SPE-2.
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4.11 Analise dos Anticopos Plasticos por Raman

A espectroscopia de Raman com microscopia confocal é uma técnica que permite
obter informacdo quimica sobre um determinado material sélido. Nesta técnica, um
feixe laser incide sobre a amostra e devolve o espectro relativo ao ponto da amostra xyz
que sofreu impacto do laser. Embora a interpretacdo da microscopia de Raman seja de
algum modo andloga a de Infravermelho, ela permite obter sinais muito sensiveis
decorrentes da presenca de carbono nas amostras.

Relativamente aos espectros obtidos (Figura 17), é possivel verificar as enormes
semelhancas de registo entre os materiais MAPS e NIM. Esta semelhanca revela
semelhancas estruturais, do ponto de vista quimico, entre os dois, o que significa que a
polimerizacdo decorreu com sucesso em ambos os biossensores e que a oxLDL foi

removida de modo eficaz desde a superficie sensora.

Figura 17 - Analise dos MAPS e NIM por Raman.
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Figura obtida de Cabral-Miranda; Gidlund; Sales, (2014).
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4.11 Ensaios Experimentais com MAPS e NIM para detec¢ao de oxLDL

Os MAPS foram construidos, mas até entdo, nio haviam sido testados se era
capazes detectar moléculas de oxLDL, pois esse foi o objetivo de desenvolver esses
anticorpos plasticos. Por isso, o passo seguinte foi testar se as superficies dos MAPS
teriam a capacidade de interagir com as moléculas molde; e estes testes foram
acompanhados por EIS.

Com esta finalidade, 10 pL de uma solu¢do contendo oxLDL a 50 pg/mL-1
preparada em tampdo PBS foi adicionada sobre a superficie dos MAPS e dos NIM e
deixado reagindo por um periodo de até 30 minutos. Acompanhando a reacao por
leitura eletroquimica EIS, o valor da resisténcia na superficie dos MAPS aumentou com a
presenca de oxLDL. Observou-se o aumento maximo da resisténcia até 15 minutos de
incubacdo e o valor resultante da resisténcia manteve-se relativamente constante
durante periodos de incubag¢des mais longos. Devido a isso, todos os ensaios posteriores
com o MAPS foram conduzidos por um periodo de 15 minutos de incubacao.

Em relacdo a incubacdo com oxLDL sobre a superficie do NIM, esta ndo alterou o

sinal elétrico, como visto na figura 18 abaixo.
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Figure 18 - Respostas eletroquimicas EIS dos MAPS (A) e NIM (B) a altas

concentrac¢oes de oxLDL diluida em PBS.
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A figura mostra em (A) a leitura eletroquimica com o MAPS limpo e com oxLDL a 50 pg/mL-! diluido em
PBS; visto que, apds adigdo de oxLDL houve enorme aumento da resisténcia eletroquimica. Porém em que
(B), ndo houve diferenca entre o NIM limpo e com oxLDL, também a 50 pg/mL-*. Figura obtida de Cabral-
Miranda; Gidlund; Sales, (2014).

4.12 Testes dos MAPSs com Controles Negativo

A capacidade dos MAPSs para discriminar particulas coexistentes no sangue com
oxLDL, foi verificada através de ensaios eletroquimicos EIS durante a incubag¢do com
LDL ndo oxidada, mioglobina e hemoglobina. A incubacdo foi feita colocando uma
aliquota com 10 pL das solugdes contendo os antigenos supracitados a 50 ug/mL-L,
diluidos em PBS, sobre a superficie dos MAPSs e deixado incubando por 1h em

temperatura ambiente.
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Figura 19 - Testes de especificidade do MAPS contra proteinas do soro que
coexistem com oxLDL, (A) mioglobina, (B) hemoglobina e (C) LDL nao

oxidada.
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Pare saber se os anticorpos plasticos poderiam respoder a outros componentes biolégicos, os MAPSs
foram testados com mioglobina (A), hemoglobina (B) e LDL ndo oxidada (C). Para isso, foi feito leituras
eletroquimicas EIS com os MAPSs limpos e ap6s adi¢do das moléculas supracitadas. Como mostra a figura,
ndo houve diferenca nas resisténcias sobre o eletrodo de trabalho, visivel nas regides estaveis dos
semicirculo, entre o MAPS limpo e com mioglobina (A) ou hemoglobina (B). Porém, ao adicionar LDL ndo
oxidada, a resisténcia entre o MAPS limpo e com LDL (C), alterou suas caracteristicas elétricas, como

mostram as regides de semicirculos. Figura obtida de Cabral-Miranda; Gidlund; Sales, (2014).
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Como visto na Figura 19, tanto a mioglobina, quanto a hemoglobina foram
incapazes de alterar o perfil eletroquimico do MAPS (Figura 19 A/B), demonstrando a
excelente capacidade seletiva que os anticorpos plasticos tém. Porém, a presenca de LDL
ndo oxidada deu origem a um pequeno aumento da resisténcia, como visto na Figura 19
C. Mas a detec¢do das particulas de LDL ndo oxidada é bastante irrelevante, comparada

com a resisténcia demonstrada com particulas de oxLDL, como visto na figura 20 abaixo.

Figura 20 - Comparacio das respostas eletroquimicas EIS do MAPS utilizando

oxLDL e LDL nao oxidada.
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Apdbs o MAPS demonstrar resposta positiva a LDL ndo oxidada, este mesmo MAPS foi submetido a detectar
oxLDL para comparar o padrao de resposta. Como mostra a figura, entre o MAPS limpo e LDL ha pequena
diferenca na resisténcia, porém, ao ser submetido a oxLDL, o padrdo de resposta eletroquimica é

visivelmente superior.

4.13 Testes dos MAPSs com oxLDL diluido em soro fetal bovino

Considerando-se que os anticorpos plasticos devem funcionar bem para detectar
oxLDL circulante, para poder ser util no contexto clinico, tornou-se importante verificar
o desempenho dos MAPSs em condi¢bes proximas do real, como forma de aproximacao
aos testes realizados na rotina laboratorial, no qual as particulas de oxLDL sdo
detectadas em sangue humano. Por isso, os anticorpos plasticos foram testados para
detectar oxLDL diluido em FCS, mimetizando assim, um diagndstico real, e ndo apenas
diluido em tampao, o qual ndo contem competidores naturais capazes de dificultar o

processo de ligagdo antigeno-anticorpo.
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Os resultados dos testes com oxLDL em FCS demonstraram aumento significativo
da resisténcia na superficie dos MAPSs, expondo a capacidade dos anticorpos plasticos
em detectar a presenca de oxLDL, mesmo que este esteja em soro (Tabela 3, Figura 21).
Para assegurar que este aumento da resisténcia na superficie dos MAPSs ndo veio da
presenca de outras particulas contidas no FCS, foi feito ensaios adicionais utilizando
apenas o soro fetal bovino sem a presenca de oxLDL humana. Como pode ser visto na
figura 214, ocorreu apenas ligeiras diferencas na resisténcia da superficie do MAPS apos
incubacdo com FCS sem oxLDL. Esse resultado mostra a grande seletividade que os

anticorpos plasticos tém, como relatado em pontos anteriores.

Figura 21 - Curva de Calibracao do MASP com oxLDL diluida em FCS.
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A figura a esquerda (A) mostra a primeira leitura eletroquimica realizada apds incubag¢do com PBS, com o
MAPS limpo. Posteriormente, sdo realizadas leituras ap6s incubag¢do com FCS sem oxLDL, como forma de
controle negativo; seguida com dilui¢des seriadas de oxLDL, iniciando com 2,5 pg/ mL1até 12,5 pg/ mL1.
A direitra (B) é visto gama linear da melhor resposta na curva de calibragio da oxLDL diluida em FCS, que

foi nas concentragdes de 2,5 até 10pg/mL. Figura obtida de Cabral-Miranda; Gidlund; Sales, (2014).

Para melhor detalhar a capacidade analitica do imunossensor, foi feito uma
calibracdo do dispositivo com padroes de oxLDL diluidos em FCS, seguindo assim, em
dilui¢des seriadas para esta analise. A faixa de concentragdo de oxLDL foi de 0.0pg/mL-1

(FCS sem oxLDL humano) até 50 pg/mL-l. A linearidade da resposta no FCS foi



74

observada de 2,5 até 10 pg/mL-1 (Tabela 3, Figura 21 A e B), com posterior saturacdo do

MAPS, pois esse ndo respondia mais aos acréscimos de oxLDL.

Tabela 3. Curva de Calibracao com o MAPS para deteccao de oxLDL diluida em FCS.

Calibragdo da oxLDL em Concentracao  Tempo Ret (Q)
FCS

PBS 15 min 1.5069

FCS sem oxLDL. 15 min 1.6637

2,5 pg/ mL1 15 min 1.9755

5 pg/ mL1 15 min 2.2409

7,5 pg/ mL1 15 min 2.4055

oxLDL 10pg/mL1  15min 25528
12,5 pg/ mL1 15 min 2.5639

25 pg/ mL1 15 min 2.5139

50 pg/ mL1 15 min 2.5339

A tabela mostra os dados numéricos dos testes com o MAPS referentes a curva de calibracio feita com

oxLDL diluida em FCS. A primeira leitura realizada foi ap6s incubac¢do com PBS, ou seja, o MAPS limpo, ou
controle branco. Posteriormente ha leitura apds incubacdo com FCS sem oxLDL, como forma de controle

negativo; Em seguida com dilui¢des seriadas de oxLDL, iniciado com 2,5 pg/ mL-1até 50 ug/ mL-1.
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5 DISCUSSAO

O processo de obtencdo de LDL oxidada em nosso laboratério é bem
caracterizado e tem sido utilizado para diversos trabalhos, desde a utilizacao de oxLDL
para produzir anticorpos monoclonais e policlonais a trabalhos com marcadores
luminescentes, como exemplo eurdpio, para desenvolvimento de diagnésticos (ALVES et
al., 2008; COURROL et al., 2007; LOURENCO et al., 2013; RIOS et al., 2013), desta forma
esse processo de obtencdo e caracterizacao de LDL oxidada ndo é tdo novo e atraente
neste trabalho. Porém, a utilizacdo de anticorpos monoclonais anti oxLDL sobre uma
plataforma transdutora para o desenvolvimento de um imunossensor demonstrou-se
um método bastante eficaz para mensurar o nivel da fragao de LDL oxidada (CABRAL-
MIRANDA; GIDLUND; SALES, 2014), um parametro de grande importancia no processo
de deteccao inicial da aterosclerose (FROSTEGARD, 2013; MATSUURA et al,, 2014). Além
disso, o uso de moléculas de oxLDL para desenvolver anticorpos plasticos, efetivamente
demonstrou-se uma metodologia bastante promissora para a deteccdo de particulas de
oxLDL circulante (CABRAL-MIRANDA et al,, 2014). Hoje em dia é inegavel a participacdo
da oxLDL no processo de formac¢do de placas aterémicas, desempenhando papel-chave
na aterogénese (FROSTEGARD, 2013; MATSUURA et al., 2014). Com os varios estudos
que tentam compreender a génese da aterosclerose, acumulou-se evidéncias que
indicam a oxLDL como importante marcador para essa cardiopatia (FRALEY; TSIMIKAS,
2006; HOLVOET et al., 2008; ISHIGAKI, 2009; ITABE et al,, 2011; ITABE; UEDA, 2007;
WITZTUM; STEINBERG, 1991).

Com os padrdes de qualidade dos biossensores por impedancia, uma classe de
biossensores elétricos, este mostra ser bastante promissor para aplicacdes, devido a
facilidade de miniaturizagdo e operagdao (DANIELS; POURMAND, 2007). EIS foi a técnica
mais adequada na monitoracao de todo o processo de construgdo do biossensor, desde a
formacao da SAM utilizando cisteamina a aplicacao pratica com oxLDL diluida em soro
fetal bovino. O aspecto de mensuragdo facil e rapido promovido pela EIS é muito
importante na aplicacdo em diagnoéstico. EIS analisa a resisténcia e capacitancia que
ocorre na superficie do eletrodo, que sdo bastante sensiveis a eventos de ligacdes
bioldgicas, tornando-se adequado para medir reagdes/ligacdes antigeno-anticorpo

(OHNO et al, 2013).
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A preparacao da monocamada auto-organizada utilizando apenas cisteamina foi
importante para fixacdo e manutencao dos anticorpos sobre a superficie sensora, pois as
moléculas de aminas (NH2) foram capazes de ligarem-se as regides carboxilicas (-COOH)
dos anticorpos (por¢ao Fc) previamente ativadas com EDAC/NHS. Este foi um passo
bastante importante pela simplicidade em montar o imunossensor de forma a garantir
que as regioes dos anticorpos que ligam ao antigeno estivessem livres para detectar as
particulas de oxLDL. Ha diversos trabalhos utilizando anticorpos para desenvolver
imunossensores, pois estes garantem a manutencao das caracteristicas biolégicas como
alto padrao de especificidade previamente adquirida que se pode obter com a utilizagdo
de anticorpos (LIPMAN et al,, 2005; MADIGAN et al., 2012), porém perdem ou diminuem
estas caracteristicas pelo fato de nao assegurar que as regides Fab dos anticorpos
estejam adequadamente expostas para deteccao dos antigenos (CABRAL-MIRANDA et
al, 2013). Além disso, relatam ligacdes aleatorias de anticorpos na plataforma de
transducao de sinais, dificultando que os fragmentos Fabs mantenham-se expostos para
ligacdo ao antigeno (CABRAL-MIRANDA et al, 2013; HINTERWIRTH et al, 2013;
VEETIL; YE, 2007). Isso pode acontecer por falta de informacao basica da estrutura dos
anticorpos, pois mesmo ligando essas imunoglobulinas pela regido Fab, podera haver a
segunda parte dos sitios de ligacdo ao antigeno exposta. Por obterem resultados
positivos para o antigeno desejado, estes tém sido publicados como algo bastante
promissor. Porém, sabe-se que o imunossensor esta respondendo porque uma das
regioes Fabs do anticorpo esta exposta para ligar-se ao antigeno, mas ndo que a regido
Fc do anticorpo venha capturar antigenos apenas por ligacdes de afinidade quimica, ou
seja, ligacdo amina (NH2) carboxila (-COOH). Outros autores relatam sistemas quimicos
bastante complexos para garantir a ligacdo do anticorpo corretamente sobre o
transdutor de sinal em condi¢cdes de detectar os antigenos com maior eficiéncia. Mas
nesses casos as diversas reagdes envolvidas transformam-se em um processo bastante
complexo e dispendioso. Além disso, a eficacia de cada etapa de modificacdo quimica é
desconhecida, pelo que estes processos podem ndo ser tdo eficazes como seria de
esperar na abordagem tedrica (CHU et al., 2006; HAO et al,, 2009; LIU et al., 2011; TSAI;
LIN, 2005; ZHANG; GRUNER; ZHAO, 2013).

Como supracitado, tém sido desenvolvido diferentes processos de imobilizacao
de proteinas/anticorpos fazendo o uso de SAMs. A fim de construir um biossensor, o

elemento de reconhecimento é imobilizado em um eletrodo de trabalho, o qual
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traspassara as informac¢des a um medidor de sinal quimico, fisico e/ou bioldgico, que
sera a unidade processadora do sinal. Esses sdo os padrdes comuns de um biossensor,
porém a eficacia do biochiip estd em todo o processo de montagem, desde a escolha do
elemento de reconhecimento, como um anticorpo, ao tipo de leitura que sera feito
durante o desenvolvimento do biossensor. Ou seja, sera necessario unir multiplos
conhecimentos, como bioldgico, quimico, fisico-quimico, engenharia biomédica, etc.
Talvez por isso, esse trabalho obteve importantes avangos na area, pois foi desenvolvido
por grupos de amplo conhecimento na area biolégica e de engenharia quimica e
biomédica.

Com as caracteristicas de grande especificidade que apresentam os anticorpos
monoclonais, aqui o imunossensor exibiu excelente especificidade para o antigeno alvo,
mostrando ser capaz de detectar oxLDL diluida em tampdo PBS, assim como diluida em
amostras reais de soro fetal bovino, uma forma pratica e eficiente de mimetizar a
detec¢do de oxLDL em condic¢des reais.

Apesar do trabalho com o imunossensor (12 artigo em apéndice) ter gerado
importantes resultados, poderia haver um maior desenvolvimento cientifico e
tecnolodgico nesta pesquisa devido a formagdo de conhecimento do grupo envolvido.

Sabe-se que a utilizacdo de anticorpos naturais também demonstra algumas
desvantagens, como a dificuldade de producdo, alto custo, além da burocracia
relacionada aos comités de ética envolvendo a utilizacdo de animais em laboratoério.
Essas desvantagens, juntamente com as condi¢des de trabalho, guiou para o
desenvolvimento de novas vias de produgao sintética de anticorpos, para aplicagdo em
diagnosticos, utilizando oxLDL como moléculas.

Para isso, foi seguida a mesma linha de obtencdo de anticorpos sintéticos que
tem maior sucesso na tecnologia de impressao molecular (Molecular Imprinting
Polymer), por utilizar uma abordagem sintética viavel para a concepc¢do de materiais de
reconhecimento molecular, capazes de mimetizar os padrdes de reconhecimento
natural, tais como as interagdes antigeno-anticorpo (CHEONG; YANG; ALI, 2013; HU et
al., 2013; MOREIRA et al.,, 2013; MUJAHID; IQBAL; AFZAL, 2013; YONGQIN; TAN; SVEC,
2013). Isso nos permitiu desenvolver artificialmente as regides variaveis dos anticorpos
com boa seletividade e especificidade para oxLDL, previamente utilizado como molde no
desenvolvimento do polimero. A concep¢do de materiais sintéticos capazes de

mimetizar processos encontrados na natureza nao é recente e tornou-se uma
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importante area de investigacao. Nos ultimos anos, os MIPs tornaram-se importantes
estratégias para criar materiais com capacidade de reconhecimento comparavel aos
sistemas naturais. O desenvolvimento de MIPs tem sido considerado uma técnica
bastante versatil e promissora, pois tem demonstrado ser capaz de reconhecer
moléculas biolégicas e quimicas, incluindo aminoacidos e proteinas, poluentes
ambientais e alimentos contaminados (BOSSI et al., 2007; PICHON; CHAPUIS-HUGON,
2008; SCORRANO et al, 2011; TAMAYO; CASILLAS; MARTIN-ESTEBAN, 2005). A
metodologia de desenvolvimento dos MIPs baseia-se basicamente na formag¢do de um
complexo entre um analito (modelo) e monémeros funcionais para formar polimeros
capazes de detectar as moléculas de interesse. Apds o processo de polimerizacao, o
molde é removido do polimero que deixa locais de reconhecimento especificos
complementares em tamanho, forma e a funcionalidade quimica. Assim, o polimero
resultante reconhece e liga seletivamente apenas com as moléculas molde. As principais
vantagens dos MIPs sdo a continuidade das caracteristicas naturais, como elevada
seletividade e afinidade para a molécula alvo usada no processo de impressao. Além
disso, os MIPs demonstram alguns avan¢os em compara¢do com os sistemas bioldgicos,
pois tem maior resisténcia fisica, resisténcia a temperatura e pressoes elevadas e a
inércia para 4acidos, bases, fons metdlicos e solventes organicos. Valendo apena
acrescentar que o preco para serem sintetizados € muito menor do que os anticorpos
naturais, além de serem possiveis de reutilizagao.

Apesar de todas as vantagens e dos grandes avangos na tecnologia de impressao
molecular ainda é um desafio na aplicagdo pratica para determinar moléculas
circulantes em plasma natural, devido ao complexo processo em mimetizar as
caracteristicas naturais que um anticorpo desempenha. Para isso, o profundo
conhecimento sobre os analitos que serdo utilizados como moldes, além do tipo de
molécula utilizada, é de extrema importancia para o desempenho do sensor. Pois
estruturas com padrdes de reconhecimento comum poderdo levar ao MIP detectar
outras particulas com que tenham caracteristicas em comum. Isso foi visto durante os
testes utilizando os MAPSs com diferentes antigenos, onde este foi capaz de reconhecer,
mesmo que levemente, LDL ndo oxidada. Porém, este novo conceito para construcao do
polimero detector de oxLDL, deverda ser bastante utilizado, ndo apenas para este

trabalho, mas para diversos outros que desenvolva as mesmas linhas de raciocinio que
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foi utilizado para construcdao dos MAPSs, gerando assim, uma nova forma de concep¢do

de anticorpos plasticos.
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6 CONCLUSAO

Os diversos estudos supracitados mostram a importancia das moléculas de
oxLDL no processo aterogénico, porém, existe uma questdo que ainda ndo estad
totalmente clara, que é o quanto a deteccdo de oxLDL circulante contribuird para o
diagndstico e a evolucdo da aterosclerose. A aplicagdo desses métodos ainda se encontra
em fase inicial, embora, considerando o melhor conhecimento biol6gico dos resultados
verificados até o momento nos leva a acreditar que o conceito é promissor.

Neste trabalho, foi possivel obter avang¢os nos caminhos para mensurar particulas
de oxLDL, pois a utilizagdo de anticorpos monoclonais em uma plataforma sensora foi
um método eficaz para mensurar o nivel da fragdo de oxLDL no soro. EIS foi uma técnica
eletroquimica adequada no acompanhamento da montagem do imunossensor, assim
como, na fase de testes. O imunossensor exibiu uma especificidade incomum para o
analito alvo, sendo capaz de detectar quando presente em solu¢des séricas reais e em
concentragdes bastante baixa.

Outro avanco foi a obtencdo dos resultados em tempo real, que é alcancada
dentro de 20 minutos, incluindo a ligacdo do anticorpo ao antigeno e a leitura EIS. A
imobilizacdo do anticorpo no eletrodo também foi um processo rapido, tendo apenas
algumas horas, ao contrario da incubacdo durante a noite, tipica dos padrdes de
diagndsticos por ELISA. Além disso, a imobilizacdo dos anticorpos na placa de ELISA por
adsorg¢do nao garante a regido Fab livre para detectar o antigeno. Levando em condi¢ao
que para ter uma boa adsor¢do em uma placa de microtitulagdo, muitas vezes é
necessario que a placa seja “high binding", e esse material é bastante caro, em
comparacao ao Au-SPE.

No geral, o imunossensor produzido é simples, rapido, barato e possivel de ser
portatil, mostrando grande potencial para melhorar o diagndstico atual de detec¢do de
oxLDL.

Além do Imunossensor, houve também o desenvolvimento de um novo processo
para obter material biomimético, os anticorpos plasticos, que demonstrou superar algo
que geralmente diminui a eficicia dos polimeros produzidos, que é a dependéncia da
espessura do polimero. Para isso, foi proposto e obtido o desenvolvimento de uma
camada impressa de forma invertida do anticorpo plastico SPAM, que foi a referéncia

para desenvolver este trabalho. Isso foi comprovado com éxito com a constru¢do dos
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MAPSs anti biomoléculas gerados pela oxidacao de LDL, mesmo sendo moléculas
bastante heterogéneas. O MAPS mostrou oferecer uma resposta especifica para os
antigenos, além de uma resposta com padrao de facil mensuragdo em condi¢des de
comparar aos sistemas biolégicos, como visto no Imunossensor desenvolvido também
neste trabalho. No geral, este novo conceito abre um novo caminho para gerar
anticorpos plasticos, criando novas perspectivas na possibilidade de gerar materiais
sintéticos atuando perto de anticorpos naturais. Além disso, a seletividade observada
com os MAPSs pode gerar uma nova linha de dispositivos para diagndsticos de

diferentes biomoléculas de relevancia clinica.
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Increased levels of plasma oxLDL, which is the oxidized fraction of Low Density Lipoprotein (LDL), are
associated with atherosclerosis, an inflammatory disease, and the subsequent development of severe
cardiovascular diseases that are today a major cause of death in modern countries. It is therefore
important to find a reliable and fast assay to determine oxLDL in serum. A new immunosensor
employing three monoclonal antibodies (mAbs) against oxLDL is proposed in this work as a quick and
effective way to monitor oxLDL. The oxLDL was first employed to produce anti-oxLDL monoclonal
antibodies by hybridoma cells that were previously obtained. The immunosensor was set-up by self-
assembling cysteamine (Cyst) on a gold (Au) layer (4 mm diameter) of a disposable screen-printed
electrode. Three mAbs were allowed to react with N-hydroxysuccinimide (NHS) and
ethyl(dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDAC), and subsequently incubated in the Au/Cys. Albumin
from bovine serum (BSA) was immobilized further to ensure that other molecules apart from oxLDL
could not bind to the electrode surface. All steps were followed by various characterization techniques
such as electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and square wave voltammetry (SWV). The
analytical operation of the immunosensor was obtained by incubating the sensing layer of the device in
oxLDL for 15 minutes, prior to EIS and SWV. This was done by using standard oxLDL solutions prepared
in foetal calf serum, in order to simulate patient's plasma with circulating oxLDL. A sensitive response
was observed from 0.5 to 18.0 pg mL~L. The device was successfully applied to determine the oxLDL
fraction in real serum, without prior dilution or necessary chemical treatment. The use of multiple
monoclonal antibodies on a biosensing platform seemed to be a successful approach to produce a
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DOI: 10.1035/c3tb21048k specific response towards a complex multi-analyte target, correlating well with the level of oxLDL within

www.rsc.org/MaterialsB atherosclerosis disease, in a simple, fast and cheap way.

cause plaque rupture with haemorrhage and development of
thrombosis, which are the main causes of morbidity and
Coronary heart disease is the result of inadequate circulation of ~mortality in westernized countries, leading to a considerable
blood in the myocardium and occurs when the coronary arteries ~economic overload.>”

become partially blocked or obstructed.! Atherosclerosis is the LDL is the main carrier of cholesterol in the blood and exerts
main cause of cardiovascular disease and it is an inflammatory ~ important physiological and cellular function and regulation of

1. Introduction

condition characterized by thickening and hardening of the
arterial wall, with the deposition of fatty substances, choles-
terol, cellular waste products and other substances, leading to
plaque formation, called atheroma, and causing hemodynamic
alteration.>*® Furthermore, an atheroma, in later stages, can
totally or partially block blood flow through the arteries and
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metabolic pathways. However, a large amount of clinical
evidence, as well as epidemiological studies, correlate high
concentrations of plasma cholesterol and increased risk of
cardiovascular disease.® Furthermore, increased plasma levels
of LDL, especially its oxidized form (oxLDL), are associated with
atherosclerosis. oXLDL promotes vascular dysfunction by
exerting direct cytotoxicity towards endothelial cells and
increases chemotactic properties for monocytes and macro-
phages and consequent transformation into foam cells, which
contribute to atherogenesis.”*’

Although the oxLDL level in circulating plasma is commonly
recognized as an important predictive marker of risk of
cardiovascular events, simple and cheap assays for oxLDL level

J. Mater. Chem. B, 2014, 2, 477-484 | 477
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determination remain to be developed. There are many ways to
determine oxLDL in the blood by ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) methods, such as employing different
monoclonal and polyclonal antibodies that are capable of
detecting oxLDL fractions involved in the atherogenesis."*
Alternative methods employ anti-oxLDL Abs conjugated to gold
nanoparticles and subsequent detection by liquid chromatog-
raphy/tandem-mass spectrometry (LC-MS/MS)** or proteohe-
paran sulfate coated hydrophobic silica for subsequent
ellipsometry readings.'*'® These two approaches are however
unsuitable for applications in point-of-care diagnosis, also
being coupled to expensive equipment.

Despite the differences observed between different ELISA
procedures used for oxLDL determination, which are directly
correlated with the biological and clinical significance of oxXLDL
measures,'* the gold standard methods to determine oxLDL are
still carried out using commercial ELISA kits. These methods
are also very expensive and time consuming, requiring highly
qualified personnel and special handling procedures/storage
conditions. Therefore, novel approaches with a simple proce-
dure and low cost are highly necessary and would be greatly
appreciated.

Biosensors could offer advantageous features compared to
diagnostic tools like ELISA, due to their sensitivity, selectivity,
simplicity, speed, low-cost, portability, and automation feasi-
bility."”"** An easy approach towards biosensing design in this
context is to include an antibody as a biological recognition
element, usually recognized as an immunosensor.

Although immunosensors display several attractive features,
there are two major difficulties hindering the performance of
immunosensing devices. One difficulty is to ensure that the
Fragment antigen-binding (Fab) is suitably exposed for antigen
binding. Many studies report random binding of Abs, preventing
many of the Fab fragments in the receptor platform from
binding to the antigen. To solve this problem, several authors
reported complex chemical systems driving the Abs connected to
the solid support in a specific orientation,*** but in this case the
many reactions involved turn this a very complex process. Also,
the effectiveness of each stage of chemical modification condi-
tioning such an orientation is unknown, for which this process
may not be as effective as expected in the theoretical approach.

The other major difficulty is to obtain a specific response
towards the antigen. The use of monoclonal antibodies (mAb)
may turn out to be a successful approach to obtain such a
specific response towards a selected target antigen.*®>" This is
particularly relevant when the analyte is not a single structure
but a mixture of several/complex target compounds. This is the
case for oxLDL, obtained by random oxidation of native LDL.

Thus, this work proposes the development of an immuno-
sensor for oxLDL by employing simple chemistry strategies that
ensure suitable orientation of the mAb on top of a gold sensing
layer of screen-printed electrodes (SPEs). Furthermore, three
different mAbs were merged in the same platform to ensure
specific antigen binding towards a target of multiple chemical
structures. The optimization of the sensor design, the subse-
quent analytical performance and its real application are pre-
sented further.
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2. Materials and methods

All procedures involving animals or humans were approved and
conducted according to the Institutional Ethics Committee on
research involving human (CEPSH of ICB/USP) (Protocol no.
1033/CEP) and the Committee for Animal Care and Utilization
(CEUA of ICB/USP) (Protocol no. 116; book 02; page 119).

2.1 Equipment

The electrochemical measurements were conducted in a
potentiostat/galvanostat from Metrohm Autolab/PGSTAT302N,
impedimetic module and controlled by NOVA software. Au-SPEs
were purchased from DROPSENS (DRP-C220AT), consisting of
working and counter electrodes made of gold and the reference
electrode and electrical contacts made of silver. The diameter of
the working electrode was 4 mm. The SWV measurement was
conducted in 5.0 mmol L™" of [Fe(CN)g]>~ and 5.0 mmol L™ of
[Fe(CN)o]*~, prepared in PBS pH 7. In SWV potentials were
changed from —0.7 to +0.7 V, corresponding to a frequency of 50
Hz and a step height of 150 mV. EIS assays were conducted with
the same redox couple [Fe(CN)s]>~/*~ at a standard potential of
0.12 V, using a sinusoidal potential perturbation with an
amplitude of 0.01 V (RMS) and the number of frequencies equal
to 50, logarithmically distributed over a frequency range of 0.1-
100 kHz. The impedance data were fitted to a Randles equiva-
lent circuit using the implemented NOVA software.

2.2 LDL isolation

Blood samples were collected from healthy volunteers of both
sexes, after fasting for 12 hours, with cholesterol and triglyc-
eride concentrations in plasma within the normal range
(cholesterol <240 mg dL ™" and triglycerides <160 mg dL ™", as
confirmed by laboratorial data). Blood was collected in blood
collection vacuum tubes (BD Vacutainer), containing 0.054 mL
of anticoagulant, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, diso-
dium salt), 4.5 mL volume for suction. The blood of each
volunteer was separately centrifuged (1000 x g, 4 °C,
10 minutes) and was used to create a pool of plasma. Then, a
mixture of preservatives with 2 mM benzamidine, 0.5% genta-
mycin, 0.25%  chloramphenicol, 0.5 mM  phenyl-
methylsulfonylfluoride (PMSF) and 0.1 units per mL aprotinin
was added to this pool.

LDL (d = 1006 + 1063 g mL ') was isolated by sequential
ultracentrifugation at 100 000g for 20 h at 4 °C,** using a 50Ti
rotor, L-8 Ultracentrifuge, Beckman (VLDL: 12 h, density =
1.006 ¢ mL~"; LDL: 20 h, density < 1.063 g mL~'; HDL: 40 h,
density < 1.21 g mL™"). LDL was dialyzed for 48 h in PBS-EDTA
0.01% pH 7.4 (0.9% NacCl, 0.3% Na,HPO,, 0.2% H,PO,; NaOH
0.38% and 0.01% EDTA) and filtered (0.22 mm in diameter,
Millipore). LDL preparations were stored at 4 °C. The protein
content was measured by Lowry's method.*

2.3 LDL oxidation

For the preparation of oxLDL, native LDL from 4 to 6 mg mL ™"
was incubated with a solution of copper sulphate (CuSO,), at a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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final concentration of 20 mM for 18 h at 37 °C. The reaction was
blocked with the addition of 1 mM EDTA (Fernvik et al., 2004;
Zaratin et al., 2002). To assess the extent of the LDL oxidation,
the malondialdehyde (MDA) content was analyzed by
measuring the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARSs).**** MDA was formed as a consequence of the perox-
idation of LDL particles.

2.4 Monoclonal antibodies (mAbs)

The mAb-producing hybridomas anti-oxLDL, previously
obtained inside the group, were tested against the product of
oxLDL oxidation separated by molecular exclusion chromatog-
raphy (superdex 200), by an ELISA indirect method and by
competitive ELISA with synthetic peptides of apoB.** The
hybridomas were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) containing 10% foetal calf
serum (FCS), 100 pg mL ' r-glutamine and 50 ug mL ™" genta-
micin. The isotypes of the monoclonal antibodies (73, 77 and 87),
present in supernatant fluid of hybridoma cultures, were stored
at —20 °C until purification.

The isotypes of the mAbs were determined by an ELISA
indirect method, using the kit of Mouse Monoclonal Antibody
Isotyping Reagents (SIGMA, Saint Louis, Missouri, USA). Briefly,
the ELISA procedure was conducted with the anti-mouse IgG1,
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM or IgA produced in goat, used at diluted
1 : 1000 to coat the wells of microtiter plates and left overnight at
4 °C. Non-specific reactions were blocked with skim milk (5% w/
v in PBS; Molico Milk, Nestle) for 2 hours at 37 °C. After that, the
mAb73, 77 or 87 were added at a concentration of 250 ug mL ™"
and left for 1 hour at 37 °C. Then, anti-mouse Ig horseradish
peroxidase linked whole Ab (Amersham LIFE SCIENCE) diluted
1: 1000 were added into every well and kept for 1 hour at 37 °C.
This was followed by the addition of o-phenylenediamine dihy-
drochloride (OPD) (Sigma-Aldrich) with hydrogen peroxide as a
substrate. Between all steps, the plate was washed four times
with PBS-Tween containing 0.05% Tween 20 (PBS-SM-T20) and
three times with PBS. The reaction was stopped with sulphuric
acid 2 N and read using a spectrophotometer at 492 nm.

2.5 Antibody purification

The mAbs in the supernatant fluid were purified by affinity
chromatography using Protein G (Protein G Sepharose 4 Fast
Flow-Sigma-Aldrich). For this, 2 mL of Protein G were added to
each 500 mL of hybridoma supernatant fluid, and the resulting
mixture was subjected to mild agitation for ~6 hours, to allow
the antibodies to bind to Protein G. After stirring, the flask was
allowed to stand for the precipitation of Protein G. The super-
natant was removed and Protein G was washed with PBS until
the solution stayed clear. The non-adsorbed proteins were
removed by washing with PBS. The mAbs were eluted from the
column with 0.5 M acetic acid, and collected in 10 drops of
eluent flow, every 5 seconds, in tubes containing 250 puL of Tris
1 M of pH 8.8, per well (to neutralize pH of the samples). The
presence of proteins (antibodies) in each tube was detected by
the Bradford method. After this, the aliquots were gathered to
create a pool with a higher amount of protein, and subsequently

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

View Article Online

Journal of Materials Chemistry B

dialyzed in PBS for 18 h. The samples were stored at 4 °C,
protected from light. The as-purified mAbs were assayed for
protein content by Lowry's method,* separated in smaller vials,
and stored at —20 °C until use.

2.6 Building of the immunosensor

The immunosensor was setup by self-assembling Cyst (Cyste-
amine (CoH;3N305) 50 mM) for 1 hour on the working 4 mm ¢
gold (Au) layer of a SPE. Antibodies were left to react with NHS
(N-hydroxysuccinimide (C,HsNO;) 25 mM) and EDAC (N-(3-
dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride) for
15 minutes, and subsequently incubated in the Au/Cys. A drop
of BSA (0.5 mg mL ') was then added to the sensing layer, for
1 hour, to avoid non-specific binding. The modified electrodes
were finally incubated with oxLDL in buffer solution for
15 minutes. All these steps of chemical modification were
followed by EIS and SWV.

2.7. Optimization of the immunosensor

The kind and amount of mAbs were tested first. Biosensors were
prepared with single mAb (73, 77 or 87) or multiple mAbs (73, 77
and 87 in the same device). The concentration of mAbs was
always 50 pg mL ™" (in single mAb and in the pool of 3 different
species of mAbs). Overall, the biosensor with a single mAb and
three mAbs were produced with the same concentration of Ab.

The obtained biosensors were calibrated by adding succes-
sive oxLDL standard solutions of increasing concentrations,
and using the same conditions of electrical operation afore-
mentioned for EIS and SWV studies.

The selectivity of the biosensor was assessed for native LDL,
myoglobin equine skeletal muscle (Sigma-Aldrich) and hae-
moglobin human (Sigma-Aldrich), solutions prepared in PBS
pH 7, with high concentrations of 100 pg mL ™, for all negative
controls. The time of contact given to these solutions was
1 hour.

To simulate the use of the immunosensor with patient's
plasma with circulating oxLDL, the lowest concentration of
oxLDL tested was diluted in FCS and the response was checked
by EIS and SWV.

All electrochemical tests were carried out in triplicate.

3. Results and discussion
3.1. Oxidation of native LDL

To measure the extent of LDL oxidation, thiobarbituric acid
measurements were employed. This compound is an important
indicator of lipid peroxidation. Its concentration increased with
the incubation time of LDL in copper sulphate, up to a
maximum value where the oxidation no longer proceeded. The
best time for oxidation was found at an 18 h incubation period.

The isolation and purification of the oxLDL in solution was
made by ionic chromatography. As in any oxidation, carboxylic
functions were introduced by oxidation and these carry an
anionic charge under physiological pH. So, the oxLDL fraction
after an 18 h oxidation period was retained longer than the
native LDL in an ion exchange column (Resource Q).
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3.2. Antibody-antigen interactions

All tests made regarding the mAbs showed that these were
isotyped as IgG1. The mAb was tested against the product
of oxLDL separated by molecular exclusion chromatog-
raphy (superdex 200) by ELISA method.** By competitive
ELISA with synthetic peptides of apoB, only the mAb77
showed slightly decreased binding to oxLDL. Further
information regarding these antibodies has been pre-
sented by Freitas, 2004.%¢

The size distribution profile of oxLDL and the size of
formation of the antigen (oxLDL)-antibody (mAb anti-oxLDL)
complex was determined by dynamic light scattering. This was
done simply by placing a drop of the solutions under study in
Avid Nano DLS equipment.

The oxLDL solutions displayed nanostructures with an
average size of 67.7 nm ¢, with a standard deviation of 65.6 nm.
This unusually high standard deviation was expected, because
the oxidized nanostructures were produced by random oxida-
tion of the native LDL.*” The expected average molecular weight
of oxLDL was 85 013.13 kDa, corresponding to a polydispersion
% of 0.94.

The antigen-antibody (Ag-Ab) complex had an average size
of 208.9 nm ¢, with a standard deviation of 130.1 nm. Consid-
ering that each mAb may bind to two Ag species, and that the
variation in the size of Ag was 65.6 nm, a variation in 130.1 nm
of the Ag-Ab complex demonstrated the great ability of the Ab to
bind to the target structures, independent of their size or exact
structure. This was also expected because the mAbs had been
targeted for this oxLDL mixture. The expected average molec-
ular weight of oxLDL was 440 162.20 kDa, corresponding to a
polydispersion% of 0.39.

3.3. Immunosensor design

The immunosensor design consisted of creating an amine
monolayer on a gold support to bind to the Ab through its Fc
terminal. This would allow both paratope regions of the Ab to be
free for subsequent antigen binding. The overall process can be
seen in Fig. 1.

The amine monolayer was created by incubating the gold
support on cysteamine: the thiol group bound to the gold and
led to the formation of a compact amine monolayer (Fig. 1A).
The presence of this layer on gold could be confirmed by the
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increase in the charge-transfer resistance (R..) observed after
the gold clean support was incubated in cysteamine (Fig. 2). The
R, corresponded to the diameter of the semicircle, and its
increase corresponded to an increased resistance in the electron

®Aucleaned MCys A mAb73 XBlocker X oxLDL

AmAb77 xBlocker X oxLDL

@ Aucleaned m Cys

200 400 600 80(%.(0];000 1200 1400 1600 1800

@ Aucleaned ®Cys A mAb87 XBlocker X oxLDL

200 400 600 SOOT((_:)I.)OOD 1200 1400 1600 1800

Fig. 2 The EIS response of the immunosensor assembly with single
mAb (A) mAb73, (B) mAb77 and (C) mAb87.
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Fig. 1
electrodes were finally incubated with oxLDL (D).
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Immunosensor assembly. A gold electrode with self-assembled cysteamine (A); antibody binding (B); BSA binding (C) and the modified
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transfer kinetics of the iron redox-probe, accounting for the
formation of a resistive layer.

In order to ensure an extensive Ab binding to the amine
surface under mild conditions, the -COOH groups of the Ab had
to be activated first by conventional EDAC-NHS chemistry.*®
Once activated, the antibodies were connected to the support by
covalent amide functional groups (Fig. 1B), promoting a
significant increase in the R. of the Au/NH, support (Fig. 2).
This behaviour was consistent for all mAbs used.

All regions of the Au/NH,/mAb support different from par-
atope sites could allow binding of other chemical species
besides oxLDL. To avoid this, the biomaterial was incubated in
BSA (Fig. 1C). Again, a significant increase in R. was observed
(Fig. 2), thus confirming that BSA was bound to the Au/amine/
mAb surface and indicating that a great number of non-specific
response sites had been blocked.

The Ag present in the immunosensor was expected to bind to
the paratope sites of the Ab (Fig. 1D). As oxLDL particles were
mainly negatively charged, the subsequent R, should decrease,
considering that the iron redox probe used to check the charge
transfer capability had the same charge. This was observed for
all immunosensors (Fig. 2).

3.4. Single and poly-monoclonal antibody response

Different mAbs obtained from the same oxLDL mixture were
called mAb73, mAb77 and mAb87. Each is expected to have
different epitopes for the complex targeted mixture, meaning
that immunosensors assembled with individual or combined
mAb mixtures could have different electrical operation.

The immunosensor was first assembled in a single Ab
arrangement, immobilizing only mAb73 or mAb77 or mAb87 on
the Cys layer of the Au-SPE. Overall, each of these displayed
similar EIS spectra, responding well to the oxLDL antigen
diluted in buffer solution (Fig. 2). The EIS spectra of the
assembly of the biosensor with multi-mAbs (the three kinds
together in a single SPE) are shown in Fig. 3A. Its analytical
performance (Fig. 3B) was similar to that displayed by the single
mADb SPEs, which is in clear agreement with the simple fact that
the area of the working layer to which the Ab may bind is the
same, independent of the number or kind of Ab binding to it.
The as-obtained device showed a linear response from 5 to 20 nug
mL ", with slope and intercept values of 41.33 (Q x mL pg )
and 1267.4 Q, respectively. Each device was produced in tripli-
cate and the results obtained showed good reproducibility,
always below 5%.

Overall, the single or multi-immunosensing devices dis-
played similar features. Still, only multi-mAb was used in
further studies, because it was reasonable to assume that
different epitopes for the same target mixture comprising
multiple oxidised nanostructures of LDL would favour the
specificity of the analytical response.

3.5. Selectivity study

To check the ability of the mAb to discriminate oxLDL nano-
structures from the parent or coexisting compounds in serum,
the response of the multi-mAb biosensor was checked against
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Fig. 3 EIS spectra obtained on the assembly of the multi-mAb
immunosensor ((A) including a cleaned Au surface, Cys, mAb73, 77 and
87 together (mAb), block with BSA and the response to the first
standard of oxLDL, 5 ug mL™Y) and its subsequent calibration with
oxLDL ranging from 5 to 30 pg mL™t (B).

native LDL, myoglobin and haemoglobin. This was done by
placing a drop of the corresponding solutions on the platform
that had been blocked by BSA. This study was made with foreign
solutions having a high concentration of the target species,
100 pg mL™ ", and the time given for affinity reaction with the
platform was 1 hour. This procedure was the same for the
negative control made with buffer. Repeated applications of
solutions with foreign species were made, ensuring that the
effects of their abnormally high levels in serum would also be
checked.

In general, the immunosensor incubated in foreign species
showed the same response as that shown by the immunosensor
after BSA incubation (Fig. 4), confirming that they were unable
to react with the mAbs placed in the outer surface of the
biosensor. None of the previous foreign species at any of the
concentrations tested were able to change the baseline response
of the immunosensor. Even native LDL was unable to change
the response of the device, thus confirming the specificity of the
dimensional platform towards the targeted oxLDL material. The
biosensor did not respond to other antigens at 15 minutes and
even for contact times up to 1 h.

Overall, the biosensor demonstrated excellent results in
terms of sensitivity and specificity. Tests with nonspecific
antigens as native LDL, myoglobin and hemoglobin, made with
FCS without human oxLDL, also grant avoiding or masking the
response of the device with monoclonal antibodies. The results
showed the feasibility of the immunosensor to be applied to
patients with an over concentration of side-antigens.
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Fig. 4 Selectivity test against proteins in serum that coexist with
oxLDL. (A) myoglobin, (B) native LDL and (C) haemoglobin.

3.6 Analytical performance

The immunosensor with multi-mAbs was assembled next to
check its response against oxLDL, for concentrations up to
50 ug mL . The overall response showed that the biosensor
responded well after 5 ug mL ™" oxLDL, this being the concen-
tration level included in the linear response range of the device.
The linear response was observed up to 20 ug mL™ ", being
expressed as R (Q) = 41.33 x oxLDL (ug mL™") + 1267.4, with a
squared correlation coefficient of 0.994. The standard deviation
of replicate measurements was below 5%.

3.7. Serum reading and practical application of the device

Considering that the targeted biosensor was meant to operate
well in serum, it was important to check the performance of the
biosensor under close-to-real conditions. This was done by
replacing the buffer solution by FCS, prepared in diluted or non-
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diluted (equal to biological composition) solutions. FCS was
used to simulate serum because it displays great similarity to
human's serum.** SWV and EIS studies were conducted for this
intended application.

The EIS spectra of the immunosensor tested with oxLDL
diluted in FCS showed clear evidence of the presence of the
affinity between oxLDL and the mAbs (Fig. 5A). To ensure that
FCS was not responsible for this R, increase, a blank signal was
measured for FCS without oxLDL (Fig. 5B). This negative control
showed that all biological species present in FCS were unable to
interact with the immunosensor surface. This attributed the
device a specific response to human oxLDL, which is mostly
related to the specific affinity between the mAbs and oxLDL,
combined with the immunosensor design.

The analytical performance of the immunosensor in FCS
solutions was checked by calibrating the device with oxLDL
standards prepared in FCS. Since all samples would need at
least one dilution step prior to analysis, diluted FCS was used in
this case. The oxLDL concentration range was set to 0.50-50 pg
mL~". Under these conditions, the immunosensor was able to
detect human oxLDL from 0.50 to 18.0 ug mL~". The slope and
intercept values were, respectively, 62.43 (Q x mL pg~ ') and
540.2 Q, with a squared correlation coefficient of 0.9951 (typical
spectra in Fig. 6A and B). The limit of detection was
0.22 pg mL ™, calculated as the interception between the linear
and non-liner parts of the calibration curve.

The performance of the immunosensor in diluted FCS was
also checked by SWV. The voltammograms so obtained can be
seen in Fig. 6. In general, the assembly of the device decreased

X Blocker ~ ®FCS

¢ Aucleaned ®ECys A mAb

400 600 800
Z'(q)

T 1

800 1000 1200 1400

Fig. 5 EIS spectra of the immunosensor with FCS (A) or oxLDL diluted
in FCS (B).
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Fig. 6 EIS spectra of the immunosensor assembly and oxLDL response (A) and its operation when diluted in FCS, calibrated with oxLDL ranging
from 0.5 to 21.5 pg mL™%, and the corresponding SWV data (C and D, respectively).

the peak current of the redox probe (Fig. 6C), which was
consistent with the previous EIS data. The calibration in SWV
showed linear responses ranging from 3.0 to 10.5 pug mL ™"
(Fig. 6D), pointing to that EIS seemed to be a more suitable
technique for analytical application.

4. Conclusions

The use of monoclonal antibodies on a biosensing platform was
an effective approach to monitor the level of oxLDL fraction in
the blood, a parameter of major relevance in atherosclerosis
disease. EIS was a suitable technique to follow the affinity
reaction between the mAbs immobilized on the screen-printed
electrode and oxLDL. The immunosensor displayed an unusual
specificity for the targeted analyte, being able to detect it when
present in real serum matrices, at concentrations within phys-
iological levels.

Reading in real time is achieved within 20 minutes,
including binding of the antibody to the antigen and EIS
reading, and avoiding unnecessary use of conjugated

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

antibodies for detection purposes. The screen-printed electrode
device proposed here is expected to cost less than €10,
excluding here the price associated with the first production of
the mAbs, because the necessary hybridoma cells have already
been established and these cells are able to produce antibodies
“indefinitely”.

The immobilization of the antibody on the screen-printed
electrode is also a quick process, taking only a few hours, unlike
the typical overnight incubation in the diagnostics standards. In
addition, the Ab immobilization in ELISA does not guarantee the
Fab region free to bind the antigen. So, to have a good grip of
the antibody in an ELISA plate, it is necessary that the board is of
the type “high binding plates”, but these boards are quite expen-
sive and even so the correct antibody orientation is not guaranteed.

In brief, compared to the gold standard protocol of ELISA,
the proposed device provides a much faster response at a much
lower cost, also aiming at a suitably oriented antibody binding.
Overall, the produced device is simple, fast, cheap, and
portable, showing great potential to improve the current diag-
nosis of atherosclerosis in point-of-care testing.
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A backside protein-surface imprinting process is presented herein as a novel way to generate specific
synthetic antibody materials. The template is covalently bonded to a carboxylated-PVC supporting film
previously cast on gold, let to interact with charged monomers and surrounded next by another thick
polymer. This polymer is then covalently attached to a transducing element and the backside of this
structure (supporting film plus template) is removed as a regular “tape”. The new sensing layer is exposed
after the full template removal, showing a high density of re-binding positions, as evidenced by SEM. To
ensure that the templates have been efficiently removed, this re-binding layer was cleaned further with a
proteolytic enzyme and solution washout. The final material was named MAPS, as in the back-side
reading of SPAM, because it acts as a back-side imprinting of this recent approach. It was able to
generate, for the first time, a specific response to a complex biomolecule from a synthetic material.
Non-imprinted materials (NIMs) were also produced as blank and were used as a control of the
imprinting process. All chemical modifications were followed by electrochemical techniques. This was
done on a supporting film and transducing element of both MAPS and NIM. Only the MAPS-based
device responded to oxLDL and the sensing layer was insensitive to other serum proteins, such as
myoglobin and haemoglobin. Linear behaviour between log(C, ug mL™Y) versus charged tranfer
resistance (Rct, Q) was observed by electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Calibrations made in
Fetal Calf Serum (FCS) were linear from 2.5 to 12.5 pg mL™* (Rer = 946.12 x log C + 1590.7) with an
R-squared of 0.9966. Overall, these were promising results towards the design of materials acting close
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polymeric network around a target molecule. The imprinted
sites are generated once the template exits the polymer matrix,

1. Introduction

An antibody (Ab) or immunoglobulin (Ig) is a protein molecule
of the immune system that binds with a high degree of affinity
and specificity to a specific target species called antigen." This
feature justifies its intensive use as a reagent in diagnostic
assays and therapeutics, with a great impact on the improve-
ment of health and welfare in both humans and animals.>* This
is possible due to well-established experimental protocols
leading to their production on a high scale, but their inherent
complexity and cost* has guided researchers towards finding
new synthetic pathways for Ab designing.

The most successful synthesis route for obtaining antibodies
makes use of molecular imprinting technology,’ first discovered
in 1931 by Polyakov,® and demonstrated later in 1972 by Wulff
and Sarhan.”® The enthusiasm of researchers within this field of
biomimetic materials started then and lasts until today.® In
brief, an imprinted polymer is produced by growing a rigid
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Bernardino de Almeida, 431, 4200-072 Porto, Portugal. E-mail: goreti.sales@gmail.
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Biomedical Sciences IV (ICB-IV), University of Sao Paulo (USP), Brazil
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theoretically matching the size and shape of the target. Despite
many years of progress, targeting big-sized molecules such as
proteins by molecular imprinting technology is still a chal-
lenge.'*** Size, complexity, conformational flexibility and solu-
bility of proteins are main obstacles, which have been surpassed
by using bulk, epitopes or surface imprinting approaches.**->*

Surface imprinting seems by far the most successful
approach in plastic Ab design. It consists mostly in attaching
the template to the surface, enabling a pre-polymerization stage
where functional monomers are allowed to bind to the template
molecule, and polymerize the monomeric material by
controlled/living free radical polymerization.'”*»** In general,
the covalent immobilization of the template molecules at the
surface of solid substrates offers some advantages: it enables
imprinting templates that are insoluble in the pre-polymeriza-
tion mixture and minimizes template aggregation, thus leading
to more homogeneous binding sites."”

But the materials produced by surface imprinting contain
areas that are able to interact with foreign-proteins by means of
non-specific interactions, which in turn reduce the selectivity of
the material for its target compound. Promoting a chemical
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differentiation between the binding site and the surrounding
surface was recently proposed to reduce this effect. This was
made by adding charged positions to the binding sites and
polymerizing the surrounding area with neutral monomers.*
The obtained biomimetic materials were named Smart Plastic
Antibody Materials (SPAMs), showing enhanced affinity and
selectivity for the targeted protein.

However, SPAMs shared a common difficulty in surface
imprinting which is the control of the thickness of the polymer
layer. When the polymer thickness is higher than the template
size, measured when attached to the receptor surface, the
template to be imprinted is unable to come out of the polymeric
network. Controlling the polymer thickness in surface
imprinting is therefore fundamental because the number of
binding sites and the dimensions of these sites are directly
correlated with this simple feature. It is however a difficult task
because the protein templates are usually smaller than 10 nm
and the template may be attached to the receptor surface in
different positions, which according to the protein conforma-
tion above the surface may lead to different polymer thickness
requirements within the same material.

To overcome the dependency of the polymer thickness, this
work reports a backside imprinted layer of the SPAM plastic
antibody, this time named MAPS (Materials Antibody Plastic
Smart), the backside reading of SPAM. The cross-section of the
imprinted material where the protein displays a higher density
is the z-axis plane corresponding to the protein covalent bond. If
this layer is able to come out, all proteins would be at the same
distance for exiting the material. Overall, this new approach is
expected to ensure that all proteins are in contact with the outer
surface and able to exit the imprinted matrix, thus generating
surfaces with a high density of rebinding sites.

Herein, this new concept is applied to target oxidized Low-
Density Lipoprotein (oxLDL) fractions, composed of different
particles of oxidized LDL. Increased plasma levels of oxLDL are
associated with atherosclerosis which promotes vascular
dysfunction by exerting direct cytotoxicity on endothelial cells
and increases chemotactic properties for monocytes and
macrophages and consequent transformation into foam cells,
which contributes to atherogenesis. The oxLDL level in circu-
lating plasma is commonly recognized as an important
predictive marker of risk to a cardiovascular event, therefore,
novel approaches with simple procedures and low cost are
highly urgent and would be greatly appreciated.

In brief, oxLDL was covalently bond to a supporting film of
carboxylated-PVC cast on a gold support of a screen-printed
electrode (SPE), no. 1, let to interact with charged monomers
and covered by a neutral polymeric network. The outer surface
of this polymer was then covalently attached to another trans-
ducing element that was another SPE (no. 2), binding the two
SPEs together. These two SPEs were separated after stripping
out SPE-1, which extracted the carboxylated-PVC film along with
the oxLDL. The backside of the chemical structure set-up in
SPE-1 was now exposed as the top-side of SPE-2. Extensive
template extraction was further ensured by an enzymatic reac-
tion. Non-imprinted materials (NIMs) were also produced as
blank and were used as the control for the imprinting process.
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All chemical modifications of the supporting film and the
transducing element were followed by electrochemical tech-
niques, both in MAPS and NIM materials. The resulting devices
were also evaluated by electrochemical techniques and further
tested in a Fetal-Calf Serum (FCS) background, nearing its
application to real biological samples.

2. Experimental section
2.1. Apparatus

Electrochemical measurements were conducted in a potentio-
stat/galvanostat from Metrohm Autolab/PGSTAT302N with an
impedimetric module of the same brand. It was controlled by
NOVA software. SPEs used were purchased from Drop Sense
(DRP-C220AT), having working and counter electrodes made of
gold and reference electrode and electrical contacts made of
silver. The diameter of the working electrode was 4 mm.

Surface analysis was carried out by using a Scanning Electron
Microscope (SEM) of JEOL, JSM-6010LA InTouchScope in
vacuum mode. Morphological analysis was conducted using a
Scanning Electron Microscope (SEM), JSM-6010LA in vacuum
mode. An ultracentrifuge from Beckman, 50Ti rotor, L-8, was
used in the preparation of serum samples.

2.2. Reagents

All chemicals were of analytical grade and de-ionized water
(conductivity <0.1 pS cm™') was used. Poly(vinyl chloride)
carboxylated (PVC-COOH, Fluka), 2-nitrophenyl octylether
(ONPOE, Fluka), tetrahydrofuran (THF, Aldrich), N-hydroxy-
succinimide (NHS, Fluka), N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDAC, Sigma), ethylenedi-
amine (EA, Merck), vinyl benzoate (VB, Aldrich), (vinylbenzyl)
trimethylammonium chloride (VB+, Acros Organics), benzoyl
peroxide (BPO, Himedia), methacrylic acid (MAA, Aldrich),
ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA, TCI), 3-mercaptopro-
pionic acid (MPA, Sigma), proteinase K from tritirachium
album (Sigma), ethyelenodiamine tetraacetic acid (EDTA, diso-
dium salt), copper sulphate (CuSO,), myoglobin equine skeletal
muscle (Myo, Sigma-Aldrich) and human haemoglobin (Hb,
Sigma-Aldrich) were used.

Native LDL was obtained from patients as described later
and dialysed prior to its oxidation. oxLDL was obtained by
copper based oxidation of LDL and was further analyzed with
regard to its MDA content, by measuring thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS).>>?¢

2.3. Solutions

The buffer used throughout this work was PBS, pH 7.2, and was
prepared by mixing 0.9% NacCl, 0.3% Na,HPO,, 0.2% H,PO, and
0.38% (w/v) NaOH. For the oxidation of LDL, native LDL from 4
to 6 mg mL ™" prepared in buffer, 20 mmol L™* CuSO, solution
in water, and 1 mmol L™ EDTA in buffer were used.

For the synthesis of MAPS 0.1 g of PVC-COOH and 0.12 g of
ONPOE dissolved in ~1.5 mL THF were used. For the activation
of carboxylic functions 25 mmol L' NHS and 50 mmol L™*
EDAC, both prepared in water, were used. The 4 mg ml~" oxLDL

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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solution used to assemble MAPS was prepared in water. EA
solutions were prepared in ionized water with a 0.5 mol L™"
concentration. The monomer solutions were prepared in water,
having 5.0 x 10~ mol L™" (VB, MAA or EGDMA) or 1.0 x 10>
mol L' (VB+) concentrations. The radical initiator BPO was
5.0 x 10~* mol L™, freshly prepared in water. MPA solution was
1 x 107® mol L' prepared in ionized water. Proteinase K
solutions were 500 g mL ™" prepared by suitable dilution of the
commercial reagent in buffer. Stock solutions of oxLDL had a
4 mg ml~' concentration and were prepared in buffer. Less
concentrated standards were prepared by accurate dilution of
the previous solution in the same buffer. The selectivity study
required the preparation of oxLDL, Myo, Hb and native LDL, all
with concentrations of 50 ug mL~" and prepared in buffer. EIS
assays used a solution containing 5.0 mmol L™ of [Fe(CN)e]*~
and 5.0 mmol L™ of [Fe(CN)e]*~, prepared in buffer.

2.4. Isolation of native LDL

Blood samples were collected from healthy volunteers, of both
sexes, after fasting for 12 hours, with cholesterol and triglyc-
eride plasma concentrations ranging within the normal levels
(cholesterol <240 mg dL™ "' and triglycerides <160 mg dL™%).
These procedures were conducted according to the Ethics
Committee on research involving humans of the Institute of
Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, Brazil, and
approved in protocol no. 1033/CEP.

Blood was collected in vacuum tubes (BD Vacutainer), con-
taining 0.054 mL of anticoagulant EDTA, 4.5 mL volume for
suction. The blood of each volunteer was centrifuged (1000 x g,
4 °C, 10 minutes) separately and later used to create a pool of
plasmas. This pool was added with preservatives (2 mmol L ™"
benzamidine, 0.5% gentamycin, 0.25% chloramphenicol,
0.5 mmol L' phenylmethylsulfonylfluoride and 0.1units per
mL aprotinin), prior to freezing.

LDL (density of 1006 + 1063 g mL™') was isolated by
sequential ultracentrifugation at 100 000 x g for 20 h at 4 °C,”
using (VLDL: 12 h, 1.006 g mL™'; LDL: 20 h, <1.063 g mL™’;
HDL: 40 h, <1.21 ¢ mL™"). LDL was dialyzed for 48 h in PBS
buffer with 0.01% EDTA and filtered (0.22 micron in diameter,
Millipore). LDL preparations were stored at 4 °C. The protein
content was measured by the Lowry's method.?

2.5. Synthesis of oxLDL and its characterization

The oxidation of LDL was carried out as described earlier,?**°
using native LDL from 4 to 6 mg mL ™ '. The LDL solution was
then incubated in a solution of 20 mmol L™" CuSO, at 37 °C.
The time of incubation was set to 18 h, as the TBA content (an
important indicator of lipid peroxidation) increased up to a
maximum and reached a steady value after this period of time.
In addition, native LDL and oxLDL retention on ion exchange
columns (Resource Q) in the fast protein liquid chromatography
(FPLC) have shown increased retention of oxLDL relative to
native LDL within this time of oxidation, correlated with an
increased number of negatively charged particles. The oxidation
of LDL was blocked with the addition of 1 mmol L EDTA.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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The oxLDL solutions displayed nanostructures with an
average size of 67.7 nm ¢ with a standard deviation of 65.6 nm,
as determined by DLS measurements using Avid Nano DLS
equipment. The expected average molecular weight for oxXLDL
was 85013.13 kDa, corresponding to a polydispersion % of 0.94.

2.6. Synthesis of the plastic antibody material

The synthesis of the MAPS material was divided into two parts,
using two Au-SPEs where only the gold working areas of the
electrodes were modified. All solutions were added after
washing out the surface with water or buffer from the previous
one. All experiments were conducted at room temperature,
except the incubation of oxLDL on Au-SPE/1 that was carried
out at 4 °C.

Au-SPE/1 was modified by drop-coating a plasticized PVC-
COOH layer on the gold support. This polymer was then left to
dry for 1 day and modified by incubation in NHS for 10 minutes
and subsequent reaction with EDAC/NHS solutions for 2 hours.
oxLDL solution was added next and left for 4 hours. The surface
was then left overnight with the charged monomers. Polymeri-
zation was conducted for 5 hours by first adding MAA and
EGDMA solutions to the modified support, and then BPO.
Finally, the surface was again similarly modified by the same
EDAC/NHS reaction, and washed. Au-SPE/2 was modified by
incubating the Au area with MPA for 20 hours. This new layer
was subsequently incubated in NHS for 10 minutes and made
react with EDAC/NHS solutions for 2 hours. EA solution was
then added and left for 1 hour.

The surfaces of SPE/1 and SPE/2 where then aligned and held
together under water for 24 h. Au-SPE/2 held the MAPS material
that was further treated with proteinase K for 2 h and thor-
oughly washed with water. NIM surfaces were prepared by using
a similar protocol, where the addition of oxLDL and charged
monomers was replaced by buffer/water.

2.7. Electrochemical assays

The MAPSs and NIMs were tested by incubating MAPS or NIM
devices in oxLDL standard solutions of 2.5; 5.0; 7.5; 10.0; 12.5;
25.0; and/or 50.0 pg mL~". This incubation period was set to 15
minutes. The oxLDL solutions were prepared in buffer or in FCS
solution, using these solutions as the blank of the corre-
sponding standards.

EIS spectra were recorded in 5.0 mmol L " iron redox couple
solution. A standard potential of 0.12 V was applied for this
purpose, using a sinusoidal potential perturbation of 0.01 V and
50 frequencies logarithmically distributed over a frequency
range of 0.1-100 kHz.

The selectivity of the MAPS surface was tested against native
LDL, Myo and Hb solutions, of 50 ug mL~* prepared in buffer.
The surface was left in contact with these up to a maximum of 1 h.

3. Results and discussion

3.1. Design of the sensory surface

The synthesis of MAPS required two different Au-SPEs. Au-SPE/
1 was used to create the SPAM material, but ensuring that the
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Fig. 1 Assembly of the MAPS material by chemical modification of two separate Au—SPEs.

polymer layer was thick enough to cover the all template
compounds present. Au-SPE/2 received this SPAM material in
Au-SPE/1, exposing in this way the template layer that was
linked to the first SPE, which was indeed the MAPS sensory
surface (playing an anti-oxLDL role). All chemical modifications
made are shown in Fig. 1.

Au-SPE/1 was first coated with a polymeric layer (Fig. 1A1). In
order to ensure covalent binding of the oxLDL particles, where
many -COOH and -NH, functions are present, this layer could
be composed of amine or carboxylic acid functions. But this
layer should also ensure a strong bonding to the Au support on
one side and to the oxLDL template on the other side. A thin
film of plasticized poly(vinyl chloride) carboxylated (PVC-
COOH) was found suitable for this purpose. This plasticized
polymer showed rubber properties, and remained well attached
to the Au working electrode. PVC-COOH solution prepared
without the plasticizer, o-nitrophenyl octyl ether (0NPOE), was
also tested, but the physical bond to the Au layer was not as
efficient.

The -COOH groups on top of this layer were subsequently
activated for covalent binding of the template. This was done by
the well-known  N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbo-
diimide hydrochloride (EDAC)/N-hydroxysuccinimide (NHS)
chemistry.* This reaction leads to an ester intermediate that
reacts promptly with any available amine group in oxLDL. The
corresponding reactions may be followed by analogy in (ref. 31).
Thus, once oxLDL was added to the Au-SPE/1 surface, it bound
readily to the formerly activated carboxylic groups, thereby
forming an amide bond (Fig. 1A2). Ethylenediamine (EA) was
added next to deactivate the ~-COOH groups that remained
active after binding the oxLDL particles (Fig. 1A2).

The imprinting stage started by introducing charge labels
around the oxLDL on the Au-SPE/1 (Fig. 1A3). This was achieved

3090 | J. Mater. Chem. B, 2014, 2, 3087-3095

by a pre-monomeric arrangement established by means of
ionic/electrostatic interactions between the accessible charged
sites of the template located on the outer surface and vinyl
monomers carrying charged groups. Vinyl benzoate (VB, polar)
and VB+ (vinylbenzyl trimethylammonium chloride, positively
charged) were used for this purpose. After this, the surface was
incubated in methacrylic acid (MAA) and ethylene glycol
dimethacrylate (EDGMA), to proceed with the polymerization
and formation of a rigid and highly reticulated matrix around
the template. This polymerization was initiated by benzoyl
peroxide (BPO), a radical species, thus avoiding the introduc-
tion of unnecessary ionic charged species inside the polymeric
matrix. This polymerization reaction was conducted for a long
time, ensuring that oxLDL was completely covered by the newly
formed polymer. The functional groups at the outer surface of
Au-SPE-1 were now —-COOR (ester) or -COOH. These groups
were activated before binding this layer to the other SPEs, by
following the same EDAC/NHS chemistry as previously
indicated.

Au-SPE-2 was prepared in parallel, making use of similar
chemistry. 3-Mercaptopropionic acid (MPA) was placed first on
Au. It comprised a three carbon chain with a carboxylic group
(-COOH) on one end and a thiol function (-SH) on the other
end. The contact between Au and -SH lead to the spontaneous
formation of a strong Au-sulphur interaction and the formation
of a stable carboxylic layer on the outer surface of the gold
support (Fig. 1B1). This surface as further activated by EDAC/
NHS chemistry and added to ethylene diamine, in order to
generate an amine layer at the outer surface of the Au-SPE/2
(Fig. 1B2).

Au-SPE-1 and Au-SPE-2 were then joined by facing the
sensory materials against each other and clipping the SPE
supports (Fig. 1C). This combination was submerged in water,

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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in order to ensure an aqueous environment for the reaction to
proceed. At this stage, the activated groups in Au-SPE/1 were
allowed to react with the amine groups in Au-SPE/2, binding the
two SPEs together.

Upon separation of the two SPEs, Au-SPE/1 kept the poly-
meric layer and most probably part of the oXxLDL covalently
bound to it, while Au-SPE/2 exposed a sensing layer where the
ox-LDL bound to the polymer film was placed at the same z-level
(Fig. 1D). In this separation, it was highly probable that most
parts of the template would remain in Au-SPE/1, because the
polymeric network around it could have prevented the template
from coming out connected to the PVC-COOH film. Assuming
such possibility, complete template removal was granted by
incubating the sensing layer of SPE-2 in proteinase K.
Proteinase K cleaved the peptide bonds of the template under
mild conditions and subsequently destroyed the polypeptide
structure inside the polymer (Fig. 1E). The template was thus
removed without disrupting the existing polymeric matrix. The
MAPS sensory surface was obtained after removing the peptide
fragments from the imprinted sites by thorough rinsing with
buffer and water.

3.2. Follow-up of the chemical modifications on the Au-SPE

Since the successive chemical modifications of the area of the
working electrode changed their electrical features, the
assembly of the anti-oxLDL film was followed-up indirectly by
monitoring the electron transfer capability of the Au-SPE for
the redox pair [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)s]’~. This was done by elec-
trochemical impedance spectroscopy EIS, using the Randle's
circuit for modelling the experimental data. This circuit was
selected for being the simplest and the most frequently
employed in gold-based immunosensing.** It comprises the
uncompensated resistance of the electrolyte (R;), in series with
the capacitance of the dielectric layer (Cq) and the charge-
transfer resistance (R, inversely proportional to the rate of
electron transfer), if a redox probe is present in the electro-
chemical cell. The two latter components are connected in
parallel. An additional component, connected in series with R,
the Warburg impedance (Zy), accounts for the diffusion of ions
from the bulk electrolyte to the electrode interface.

EIS data were presented in the form of Nyquist plots (Fig. 2).
In this, the imaginary impedance component (Z”, out-of-phase)
was plotted against the real impedance component (Z, in-
phase) at each frequency. As expected, these plots showed a
semicircle region lying on the real axis at a high frequency
range, indicating a charge-transfer controlled process in which
its diameter (Rcr) equalled the electron transfer kinetics of the
redox-probe at the electrode interface. This region was followed
by a linear behaviour in the lower frequency range, implying a
mass-transfer limited process.*

The bare gold support of Au-SPE/1 and Au-SPE/2 showed a
very small semicircle domain, suggesting a very fast electron-
transfer process with a diffusional limiting step (Fig. 2B). The
consecutive attachment of the PVC-COOH, oxLDL and polymer
gave rise to consecutive increases in the electron transfer
resistance, resulting in increases in the semicircular section of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 2 EIS spectra of the chemical modifications on the supporting
film, acting as “backside” of the material (A, Au-SPE/1) and the
subsequent assembly of the transducing-side part of the device,
including its link to the back-side polymer, back-side removal and
complete template exclusion (B, Au-SPE/2).

the Nyquist plot (Fig. 2A). The binding of MPA to the Au in SPE/2
also contributed to a moderate Rcr increase (Fig. 2B), as
expected for thiol compounds of small carbon chains bound to
gold. Compared to this, the subsequent binding of the polymer
layer formed on SPE/1 promoted a huge increase in Rcy. This
increase was however much smaller than that observed in the
original SPE/1, implying that the polymer transfer was not
complete. Part of oxXLDL was however present within this poly-
mer film in SPE/2, because the subsequent action of protease
decreased the R¢r value. The removal of oxLDL reduced the
presence of negatively charged species in the polymeric film,
which decreased the resistance of a redox probe that was also
negatively charged.

The Raman spectra of MAPS and NIM materials were also
recorded aiming to find any chemical differences between
these. According to the recorded spectra, no differences were
observed between the corresponding biosensory surfaces. The
obtained spectra are shown in Fig. 3.
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Fig. 4 SEM images of the non-imprinted surface (left, NIM) and
imprinted material (right, MAPS).

3.3. SEM studies

NIM and MAPS were observed by scanning electron microscopy
(SEM) and were shown as completely different materials. The
obtained images are displayed in Fig. 4.

The MAPS surface showed a high density of “pores” of
different sizes (Fig. 4, right). These pores were the oxLDL
binding sites, being correlated with the exit of the oxLDL from
the polymeric network. This was supported by changes in the
pore size, because it ranged in agreement with the range of sizes
of the oxLDL template, as measured by dynamic light scattering
(DLS). The average size was 67.7 nm ¢ and the standard devi-
ation was equal to 65.6 nm.

NIM materials showed small agglomerates of the polymer on
the surface (Fig. 4, left). This observation was completely
unexpected and may correspond to the presence of PVC-COOH
residues remaining after the separation of SPE/1 and SPE/2.

3.4. Response of the materials against oxLDL

The ability of the MPAS surface to interact with the targeted
template was also followed by EIS. For this purpose, a solution

3092 | J. Mater. Chem. B, 2014, 2, 3087-3095

of 50 ug mL~" of oxLDL was placed in contact with this type of
surface for several periods of time, up to 30 minutes. In
general, the Rcr value of the blank surface (incubated in PBS)
increased with the presence of 50 pug mL~'. The maximum
increase in Rqor was observed after 15 minutes of incubation
and the resulting Rcr value remained approximately constant
for longer incubation periods. All further studies were con-
ducted for a 15 minute incubation period for oxLDL. The
typical EIS spectra for PBS and oxLDL solutions are seen in
Fig. 5A.

The effect of the imprinting process upon the electrical
response of the material was further tested by comparing the
response of the MAPS surface to the NIM one. Unexpectedly, the
incubation of the material in PBS or in oxLDL gave rise to the
same electrical signal (Fig. 5B). This meant that the NIM surface
was unable to establish specific/non-specific interactions with
the template. This was mostly surprising because the imprinted
template was composed of different species, bearing different
sizes. This behaviour indicated the absence of non-specific
binding in NIM surfaces and suggested a specific response for
the MAPS material.

3.5. Selectivity study

The ability of MAPS (plastic anti-oxLDL) to discriminate oxXLDL
nanostructures from parent or coexisting compounds in serum
was checked by incubating the material in native LDL,
myoglobin (Myo) and human haemoglobin (Hb). This was done
by placing a drop of the corresponding solution on the MAPS
surface and incubating it for a suitable period of time. This
study was conducted with solutions of 50 pg mL ™" of interfering
species, the same concentration as that of the oxLDL solution,
but higher concentrations than those expected in real serum.
The time given for an affinity reaction with the sensory material

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 5 EIS spectra of the MAPS and NIM with oxLDL solution of high
concentration, prepared in buffer.

was set to 1 hour, to strengthen its possible interaction with any
interfering species.

As may be seen in Fig. 6, Myo or Hb was unable to change the
profile of the oxLDL EIS spectrum (Fig. 6A and B). This result
was extraordinary considering that the imprinted material was
highly heterogeneous in size and chemical structure. Further-
more, the MAPS surface was unable to react with side-proteins,
not even by means of non-specific interactions.

The presence of native LDL on MAPS gave rise to a little
increase in Rcr (Fig. 6C). This little increase could have been
correlated with the high structural similarity between native
LDL and the corresponding imprinted oxidized fragments.
However, there is a great chance that this observation reflects
the small fraction of oxidized species existing in circulating
LDL.

Overall, the obtained selectivity data pointed out the
possibility of using the MAPS material as a recognition
surface for oxXLDL determination in serum, and therefore in
patients with normal or over-concentration of the targeted
antigens.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 6 EIS spectra of the MAPS device in PBS buffer and in different
side-biomolecules that may be present in serum.

3.6. Sensing oxLDL in serum

Considering that the anti-oxXLDL surface should operate well in
serum to be useful in clinical context, it is important to check
the performance of the MAPS under close-to-real conditions.
This was done by replacing the buffer in the standard solutions
used to calibrate the EIS calibration of the MPAS-device by non-
diluted FCS solutions (equal to the biological composition). FCS
was used for this purpose because of its great similarity to
human serum.*

The EIS spectra of the MAPS surface tested with oxLDL in
FCS solution showed clear evidence of the presence of oxLDL,
leading to a significant increase in Rcr. To ensure that this
increase in Ry did not come from FCS, the individual signal of
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Fig. 7 EIS spectra of the MAPS device tested on an FCS background (A) and the corresponding calibration curve (B), plotting Rct experimental

signals corrected against the signal of FCS in blank solutions.

an FCS solution was measured by incubating the MAPS surface
in a solution containing FCS and no human oxLDL (0 pg ml™").
As may be seen in Fig. 7A, only negligible differences were
observed between this and PBS. This result is also in agreement
with the great selectivity of the material reported in the previous
point.

The analytical performance of the immunosensor in FCS
solutions was checked by calibrating the device with oXLDL
standards prepared in FCS. Since all samples would need at
least one dilution step prior to analysis, diluted FCS was used
for this purpose. The oxLDL concentration range was changed
from 0.0 ug mL~"' (FCS without human oxLDL) up to 50 pg
mL~". The typical EIS spectra are seen in Fig. 7B. The values of
Rcr plotted against concentration displayed a curved behaviour,
very common to real antigen/antibody interaction and similar
to Michaelis-Menten kinetics. For commodity reasons, results
were linearized by plotting the logarithm concentration against
relative Ror. Relative Ror was used to correct any differences
that may be observed in the active surface of different MAPS-
SPEs. The linear portion of the response was observed up to
10 pg mL™', and after that the material seemed saturated
(Fig. 7B). The linear response in FCS serum, and thus similar to
real conditions, was observed from 2.5 to 10 ug mL™"'. This
region is within the normal range of oxLDL levels, meaning that
the presented material offers potential use in human serum
having normal and higher levels of oxLDL.

4. Conclusions

This novel backside surface imprinting process, where the
polymer thickness is no obstacle for the formation of binding
sites, was proved successful for targeting a heterogeneous
mixture of biomolecules generated by the oxidation of LDL. The
material so prepared seemed to offer a specific response for the
targeted antigens and a mechanistic response close to

3094 | J Mater. Chem. B, 2014, 2, 3087-3095

biological systems. In general, the chemical functions that were
used to assemble the binding sites are different from the ones
used to assemble the polymeric network around the template,
leading to different electrostatic environments inside and
outside the binding position. Inside the binding sites, there are
positive charges and polar functions that are expected to be
exposed and to interact directly with the template. So, the
interaction of oxLDL with the corresponding binding sites is
promoted by electrostatic interactions, in a supramolecular
arrangement that resembles ‘host-guest’ electrostatic
interactions.

Since the sensory surface is synthetic, it may also be reused
to target new concentrations of oxLDL solution, lying in an
upper or lower concentration range than the one tested before,
provided that the surface is suitably washed.

Overall, this MAPS concept opens a new path to generate
plastic antibodies, creating new expectations in the possibility
of generating synthetic materials acting close to monoclonal
natural antibodies. The remarkable selectivity observed in
MAPS may generate further a new line of devices for diagnosis
in point-of-care of different biomolecules of clinical relevance.
Ultimately, MAPS sensory materials may replace the use of
natural antibodies in conventional diagnosis (mostly ELISA)
and contribute to save many animals that are today being used/
sacrificed solely for this purpose.
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