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RESUMO

Plataformas plasmonicas baseadas em nanobastdes de ouro apresentam elevado potencial para
aplicagdes biomédicas, porém sua tradugdo para sistemas biologicos ainda ¢ limitada por
desafios relacionados a estabilidade coloidal e a biocompatibilidade, especialmente
associados ao uso de surfactantes durante a sintese. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver e otimizar um vetor em escala nanométrica, estabelecendo um protocolo
reprodutivel que abrange desde a etapa de purificagdo até a bioconjugacdo. Para isso, foram
comparados dois protocolos de lavagem, sendo selecionada a lavagem em etapas por
preservar de forma mais eficiente o comportamento dptico e proporcionar maior estabilidade
eletrostatica e melhor adequacdao hidrodindmica do material de partida. A confirmacgao
morfoldgica por microscopia eletronica de transmissao foi realizada nos nanobastdes de ouro
purificados, previamente a etapa de funcionalizacio. Em seguida, investigou-se a
funcionalizacdo superficial com acido 11-mercaptoundecanodico em diferentes razdes molares
(1:1, 5:1 e 10:1 moléculas/nm?), monitorando-se alteracdes espectrais, hidrodinamicas e
eletrocinéticas. A bioconjugacao covalente de um peptideo (B7) com potencial terapéutico em
contexto oncoldgico foi realizada por meio da ativagdo de grupos carboxila, sendo
acompanhada principalmente pelo aumento do volume hidrodindmico, utilizando como
evidéncia indireta a ligacdo superficial. A integracdo dos resultados de estabilidade
eletrostatica, desempenho hidrodindmico e consisténcia operacional indicou que a condigdo
5:1 representa o melhor compromisso experimental, mantendo estabilidade adequada e
desempenho consistente na bioconjugagdo, enquanto a condicdo 10:1 apresentou menor
margem de seguranga eletrostatica. Conclui-se que o sistema otimizado constitui uma
plataforma estavel e reprodutivel, com potencial para avangar para validagdes funcionais em
meios bioldgicos e aplicagdes futuras em diagnostico e terapia.

Palavras-chave: Nanobastdes de Ouro. Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada.
Bioconjugag¢ao Peptidica. Nanovetores. Estabilidade Coloidal.



ABSTRACT

Plasmonic platforms based on gold nanorods exhibit significant potential for biomedical
applications, but their translation into biological systems remains limited by challenges
related to colloidal instability and biocompatibility, particularly those associated with the use
of surfactants during synthesis. This study aimed to develop and optimize a nanoscale vector
by establishing a reproducible protocol encompassing steps from purification to
bioconjugation. Two washing protocols were compared, and stepwise washing was selected
for its superior preservation of the optical properties, enhanced electrostatic stability, and
improved hydrodynamic suitability of the starting material. Morphological confirmation by
transmission electron microscopy was performed on the purified gold nanorods, prior to the
functionalization step. Subsequently, surface functionalization with 11-mercaptoundecanoic
acid was investigated at different molar ratios (1:1, 5:1, and 10:1 molecules/nm?), with
spectral, hydrodynamic, and electrokinetic changes systematically monitored. Covalent
bioconjugation of a peptide (B7) with therapeutic potential in an oncological context was
carried out via activation of carboxyl groups and was primarily monitored through the
increase in hydrodynamic volume, used as indirect evidence of surface binding. The
integrated analysis of electrostatic stability, hydrodynamic performance, and operational
consistency indicated that the 5:1 condition represents the optimal experimental compromise,
maintaining adequate stability and consistent bioconjugation performance, whereas the 10:1
condition exhibited a narrower electrostatic safety margin. In conclusion, the optimized
system constitutes a stable and reproducible platform with potential to advance toward
functional validation in biological media and future applications in diagnostics and therapy.

Keywords: Gold Nanorods. Localized Surface Plasmon Resonance. Peptide Bioconjugation.
Nanovectors. Colloidal Stability.
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1. INTRODUCAO

As plataformas plasmodnicas a base de nanomateriais t€ém atraido crescente interesse
devido a sua capacidade de converter estimulos Opticos em sinais detectaveis ou respostas
funcionais. Por meio da Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (Localized Surface
Plasmon Resonance - LSPR), essas plataformas permitem o monitoramento de interagdes
biomoleculares, bem como o desenvolvimento de sistemas para diagnostico, liberagao
controlada e terapias fototérmicas (Esporrin-ubieto et al., 2025).

Nesse contexto, a nanobiotecnologia tem emergido como uma area interdisciplinar de
vanguarda, promovendo uma revolugdo silenciosa em setores que vao da medicina a
eletronica. Ao manipular a matéria em escala nanométrica (1 e 100 nanémetros), cientistas
tém desenvolvido materiais com propriedades fisico-quimicas singulares, antes inatingiveis
em macroescala (Malik; Muhammad; Waheed, 2023). Dentre esses, os nanomateriais
plasmoénicos, como as nanoparticulas de ouro (AuNPs), destacam-se por sua capacidade de
interagir com a luz de maneira singular, em razao do fenomeno da LSPR (Willets; Van Duyne,
2007). Essa propriedade nao apenas confere cores vibrantes a dispersdes coloidais, mas
também amplia significativamente um leque de aplicagdes em diagnostico, terapia e
sensoriamento (Hammami et al., 2021).

No entanto, a translagdo dessas promessas da bancada para o mercado enfrenta um
obstaculo critico: a estabilidade e a biocompatibilidade. Muitas rotas de sintese, especialmente
para geometrias anisotropicas como os AuNRs, dependem do uso de surfactantes citotoxicos,
como o brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), que ¢ fundamental para direcionar o
crescimento dos nanobastdes (NRs). Entretanto sua presenca residual compromete a aplicagao
biologica e a estabilidade a longo prazo das particulas (Del Cafio et al., 2020). Além disso, a
remog¢ao incompleta do CTAB ou a perda da estabilidade durante as etapas de purificacdo
(lavagem) podem levar a resultados irreprodutiveis, formac¢ao de agregados indesejados e
artefatos experimentais, representando um gargalo significativo para o desenvolvimento de
nanovetores robustos e seguros.

Este trabalho delimita seu foco na investigagdo de estratégias para resolucdao desse
problema, concentrando-se na otimizagdo da superficie de AuNRs para a bioconjugagdo de
peptideos. A pesquisa aborda a necessidade de desenvolver e padronizar protocolos de
purificacdo e funcionalizagdo que ndo apenas promovam a remogao eficiente do CTAB, mas
que também preparem adequadamente a superficie dos NRs para a ligagdo covalente de

biomoléculas, garantindo a estabilidade coloidal e funcional do sistema final. A justificativa



15

para esta investigacdo reside na lacuna técnica existente na literatura quanto a padronizacao
desses processos, uma vez que a auséncia de um entendimento sistematico sobre como as
etapas de lavagem, a densidade de ligantes e as condi¢des de funcionalizacao influenciam a
estabilidade e a reatividade dos AuNRs Ilimita o desenvolvimento de plataformas
nanotecnologicas confidveis. Esse cendrio compromete aplicacdes que exigem alta precisdo,
como a entrega direcionada de firmacos e o desenvolvimento de biossensores com elevada

sensibilidade e reprodutibilidade.

1.1. Nanobastdes de ouro e Propriedades Plasménicas

Os nanomateriais metalicos consistem em estruturas com dimensdes nanométricas que
apresentam propriedades fisicas, quimicas e Opticas distintas daquelas observadas em seus
materiais macroscopicos, principalmente em fun¢do dos efeitos de tamanho e de superficie.
Entre eles, os nanomateriais de ouro destacam-se pela elevada estabilidade quimica,
biocompatibilidade e propriedades opticas singulares. Uma das propriedades Opticas mais
relevantes desses materiais € o fenomeno de ressonancia plasmonica de superficie localizada
(LSPR), que ocorre quando os elétrons livres presentes na superficie do metal oscilam
coletivamente em resposta a interagdo com a radiagdo eletromagnética incidente. Quando a
frequéncia da luz coincide com a frequéncia natural dessas oscilagdes eletronicas, observa-se
uma intensa absor¢cdo e/ou espalhamento da luz, resultando em bandas espectrais
caracteristicas no espectro de absorcdo (Figura 1). A posicdo e a intensidade da LSPR
dependem de fatores como o tamanho, a forma, a composi¢do do nanomaterial € o meio
circundante, conferindo aos nanomateriais de ouro elevada versatilidade para diversas

aplicagoes (Utter; Fendler, 2004).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da banda de ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR) em
nanoparticulas plasmonicas esféricas (A) e em forma de bastdo (B).
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Fonte: Adaptada de Alba-Molina; Giner-Casares; Cano (2019).

As NPs esféricas de ouro representam uma das morfologias mais estudadas e bem
estabelecidas. Sua geometria isotrdpica favorece sinteses reprodutiveis e com alto grau de
monodispersidade, além de apresentarem uma Unica banda de LSPR, geralmente situada na
regido do visivel. Por sua vez, os AuNRs sdo NPs anisotropicas caracterizadas por uma
geometria alongada, na qual o comprimento ¢ significativamente maior que o didmetro. Essa
morfologia diferenciada confere aos AuNRs propriedades fisico-quimicas distintas em relagdo
as NPs esféricas, especialmente no que se refere ao comportamento 6ptico (Link; El-Sayed,
1999).

Diferentemente das NPs esféricas, que possuem um Unico pico de LSPR (Figura 1a),
os AuNRs exibem dois modos plasmonicos distintos: um pico transversal, localizado na
regido da luz visivel (~520 nm), e um pico longitudinal, que ¢ altamente sintonizavel (Figura
1b) (Zheng et al., 2021). A posi¢ao deste pico longitudinal ¢ diretamente dependente da razao
de aspecto (4spect Ratio - AR), definida como a razdo entre o comprimento e o didmetro dos

NRs (Figura 2). Ao controlar a AR durante a sintese, € possivel ajustar a absor¢ao de luz dos
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AuNRs para a regido do infravermelho proximo (NIR, 650-900 nm), conhecida como a

r

"janela oOptica biologica", na qual a penetragdo de luz nos tecidos ¢ maxima ¢ a
autofluorescéncia ¢ minima. Essa capacidade de sintonizagdo torna os AuNRs especialmente
atrativos para aplicagdoes biomédicas avangadas, como a terapia fototérmica de tumores ¢ a

bioimagem de alta profundidade (Roach et al., 2022).

Figura 2 - Espectros de absor¢ao UV-Vis-NIR representativos de AuNRs com os picos de LSPR em 650 nm,
760 nm, 840 nm, 900 nm, 1000 nm, 1036 nm, 1060 nm e 1100 nm (esquerda para a direita) (a). Relag@o entre os
picos de LSPR longitudinal e as AR calculadas (por imagens de TEM). A linha reta representa o ajuste linear dos
pontos de dados (b). Imagens de TEM representativas de AuNRs com os picos de LSPR longitudinal em (¢) 650
nm, (d) 760 nm, (e) 920 nm e (f) 1000 nm. Barras de escala: 100 nm (c-f).
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Fonte: Wang et al. (2015).

A sintese de AuNRs ¢ notoria por gerar subprodutos esféricos (esferoides) que
coexistem com os nanobastdes (Scarabelli et al., 2015). Embora a fracdo esférica seja
geralmente minoritaria, sua presenca € critica, pois essas NPs possuem um pico de LSPR
distinto e ndo sintonizdvel, que pode mascarar o sinal Optico caracteristico dos NRs e
competir pelos sitios de ligacao durante os processos de funcionalizagdo superficial (Pellas et
al., 2020). O processo de purificagdo, portanto, ndo se restringe apenas a redugdo e/ou
remoc¢do do CTAB, mas também a uma tentativa de separacdo eficiente desses esferodides,
podendo levar a uma maior homogeneidade morfoldgica e, consequentemente a uma maior
pureza hidrodinamica da amostra. Dessa forma, a remog¢do majoritiria dessas espécies €
fundamental para que o nanovetor final apresente a sensibilidade, seletividade e

reprodutibilidade necessarias para aplicagdes biomédicas (Kaymaz et al., 2023).
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Nesse contexto, além do acompanhamento espectroscopico da LSPR, a Dispersao de
Luz Dinamica Despolarizada (D-DLS) tem se destacado como uma ferramenta robusta para a
caracteriza¢cdo hidrodinamica de NPs anisotropicas em solugdo, como os AuNRs (Xue et al.,
2024). Diferentemente do DLS convencional, cujo sinal ¢ dominado pelo movimento
translacional e pode ser pouco sensivel a anisotropia e a presenga de populagdes morfologicas
distintas, o D-DLS explora a componente despolarizada da luz espalhada para acessar também
o movimento rotacional das particulas. Com 1isso, torna-se possivel desacoplar as
contribuig¢des translacionais e rotacionais, permitindo obter como parametro-chave o tempo de
relaxagdo rotacional (), diretamente relacionado ao volume hidrodindmico e a AR efetiva das
NPs (Feller et al., 2021). Na pratica, essa abordagem adiciona uma camada de sensibilidade
para detectar alteracdes de forma e heterogeneidades coloidais, por exemplo, diferengas entre
nanobastdes e fracdes esféricas, complementando a leitura optica fornecida pela LSPR.

Embora as técnicas espectroscopicas e hidrodindmicas sejam essenciais para o
monitoramento das propriedades Opticas e coloidais em solugdo, a Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) permanece como o padrido-ouro para a confirmagdo morfoldgica e a
avaliacdo da integridade estrutural dos NRs (He; Yu; Wang, 2020). A TEM permite a
visualizacdo direta da forma, do tamanho e da AR das NPs, sendo um complemento

indispensavel para validar os dados obtidos por LSPR e D-DLS (Damani et al., 2024).

1.2 Sintese, funcionalizacao superficial e estabilidade coloidal

Os métodos de sintese de AuNPs baseiam-se, de modo geral, na redugdo de sais de
ouro na presenca de agentes estabilizantes, sendo o controle do tamanho e da morfologia
frequentemente determinado pela proporcao entre os reagentes e pelas condigdes reacionais.
Em 2003, pesquisadores adaptaram e consolidaram o método de crescimento de AuNRs
mediado por sementes (Nikoobacht; El-Sayed, 2003). Nesse método, sementes nanométricas
de Au(0), previamente sintetizadas, sdo adicionadas a uma solu¢do de crescimento contendo
ions Au (IIT), brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB), nitrato de prata (AgNO;) e um
agente redutor fraco, geralmente o 4cido L-ascorbico. O CTAB atua simultaneamente como
surfactante e agente direcionador de crescimento, formando micelas que promovem a
adsor¢do seletiva em determinadas fases cristalinas do ouro, favorecendo o crescimento
anisotropico ao longo do eixo longitudinal (Roach et al., 2018).

Como variagdo derivada dessa abordagem, foram desenvolvidas rotas seedless (sem

semente), nas quais a etapa separada de preparagdo de sementes € suprimida e a nucleagdo de
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Au(0) ocorre in situ na propria solugdo de crescimento. Essa nucleacdo ¢ tipicamente iniciada
pela adicdo de pequena quantidade de um redutor forte, como o borohidreto de sodio
(NaBH,), gerando nucleos metalicos na mistura reacional, seguido de um redutor mais
brando, como o resveratrol ou 4cido ascorbico, contribuindo para a redugdo progressiva do
precursor de ouro e para o controle cinético do crescimento, mantendo-se o papel do CTAB
como estabilizante micelar e a contribuicdo de Ag" para o controle da anisotropia e do aspecto
dos NRs. Nesses protocolos, ajustes finos nas concentragoes de CTAB, AgNO; e dos agentes
redutores modulam a densidade de nucleagdo e, consequentemente, o rendimento e a
distribuigdo morfologica dos AuNRs (Lage et al., 2021). Apos a sintese, o CTAB tende a
permanecer adsorvido na superficie dos AuNRs, conferindo estabilidade coloidal e, em geral,
carga superficial positiva. Contudo, essa camada pode limitar etapas posteriores de
funcionalizacdo e aplicagdes biologicas, 0 que torna necessaria sua substituicao por ligantes
mais biocompativeis (Casas et al., 2013).

A etapa subsequente a sintese ¢ a funcionalizagdo superficial, crucial para transformar
os AuNRs em plataformas quimicamente estaveis e biologicamente ativas. A funcionalizacao
de NPs consiste na modificagdo controlada de sua superficie por meio da introdugdo de
grupos quimicos ou ligantes, com o objetivo de ajustar as propriedades fisico-quimicas e criar
sitios reativos. O processo mais comum envolve a adi¢do de ligantes que possuem um grupo
tiol (-SH) em uma extremidade, capaz de formar ligacdes fortes com a superficie do ouro, e
um grupo funcional reativo (como uma carboxila, -COOH) na extremidade oposta. Essa
ligagdo ocorre preferencialmente nas pontas dos AuNRs, uma vez que o CTAB apresenta
adsor¢do seletiva nas faces laterais, orientada pelos planos cristalinos, deixando as
extremidades livres para a ancoragem de novos ligantes. Nesse contexto, destaca-se o uso do
acido 11-mercaptoundecanodico (MUA)(Figura 3), cuja extremidade (-COOH) confere carga
negativa, aumenta a estabilidade coloidal dos AuNRs e possibilita reagdes subsequentes de

bioconjugacao (Junqueira, 2024).
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Figura 3 - Estrutura quimica do acido 11-mercaptoundecandico (MUA), composto contendo grupo tiol e grupo
carboxilico.

0]

Fonte: Selleck Chemicals (2026).

A densidade de empacotamento dos ligantes tiolados na superficie do ouro ¢ um fator
determinante tanto na estabilidade coloidal quanto na reatividade quimica do nanovetor
(Colangelo et al.,, 2017). Para o MUA, a organizagdo da monocamada auto-montada
(self-assembled monolayer - SAM) pode ser caracterizada por duas fases principais: a fase
deitada (lying-down), que ocorre em baixas concentracdes de ligante e resulta em uma camada
menos organizada e mais hidratada, e a fase em pé (standing-up), que se estabelece em altas
densidades de MUA (Toh et al., 2013). A transi¢do para a fase standing-up ¢ crucial, pois o
empacotamento denso das cadeias alquilicas resulta em uma camada organica mais espessa €
ordenada, o que eleva o indice de refragdo local na interface dos NRs, este aumento ¢
espectroscopicamente detectdvel, manifestando-se como um deslocamento batocromico
(redshift) no pico longitudinal da LSPR, servindo como uma assinatura indireta da
funcionalizacdo bem-sucedida e da estabilidade coloidal aprimorada (Marques et al., 2018).

A estabilidade morfoldgica dos AuNRs em solucdo ¢ constantemente desafiada pela
tendéncia a agregacao, que pode ocorrer em diferentes arranjos. Um desafio particular ¢ a
agregacao lateral (side-to-side assembly), na qual os NRs se alinham paralelamente uns aos
outros (Sekizawa et al., 2020). Este tipo de agregacdo ¢ frequentemente induzido por forgas
de Van der Waals ou pela redu¢do da repulsdo eletrostatica, sendo espectroscopicamente
caracterizado por um deslocamento hipsocrémico (blueshift) do pico LSPR longitudinal,
frequentemente acompanhado pela formacdo de um ombro (shoulder) no espectro (Roach et
al., 2022). A camada de MUA deve, portanto, atuar como uma barreira fisica e eletrostatica
eficaz, prevenindo o contato lateral e garantindo a individualidade hidrodinamica das
particulas, um pré-requisito essencial para a precisdo e a confiabilidade em aplicacdes de

sensoriamento (Miranda et al, 2021).
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1.3. Bioconjugacio de Nanobastdes de Ouro

Diversas aplicagdes biomédicas e biotecnologicas requerem uma etapa de
bioconjugacdo, na qual biomoléculas sdo ligadas de forma controlada a superficie de
nanomateriais previamente funcionalizados, conferindo-lhes fungdes bioldgicas especificas.
Esse processo ¢ essencial para a conversdo de NPs em nanovetores bioativos, pois define a
interface do nanomaterial com o ambiente bioldgico, influenciando propriedades como
reconhecimento molecular, interagcdo célula—nanomaterial e desempenho do sistema em meios
complexos (Conde et al., 2014).

A bioconjugacdo pode ocorrer por interagdes fisicas ou, preferencialmente, por
ligagdes quimicas covalentes mediadas por grupos funcionais disponiveis na superficie das
NPs, como carboxilas, aminas e tidis. Em geral, abordagens ndo covalentes sdo
operacionalmente simples, porém mais suscetiveis a rearranjos e dessor¢ao do ligante em
condi¢cdes fisiologicas, em contrapartida as estratégias covalentes tendem a oferecer maior
confiabilidade e estabilidade do conjugado, o que favorece aplicagdes que exigem maior
confiabilidade. Uma vez que a superficie dos AuNRs esteja devidamente funcionalizada,
esses nanomateriais podem ser covalentemente ligados a uma variedade de biomoléculas,
como peptideos, anticorpos ou acidos nucleicos, transformando-os em nanovetores (Figura 4)

(Conde et al., 2014).
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Figura 4 - Esquema ilustrativo de AuNRs funcionalizados, destacando aplica¢des em (i) terapia fototérmica no
infravermelho proximo (NIR), (ii) liberagdo controlada de farmacos, (iii) entrega de acidos nucleicos
(DNA/RNA), (iv) conjugag@o com proteinas, peptideos e anticorpos, (v) direcionamento por ligantes especificos,
(vi) marcadores para imagens, (vii) sondas opticas e (viii) remo¢do de microrganismos e toxinas.
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Entre as estratégias de bioconjugacdo covalente mais empregadas, destaca-se a
quimica de ativacdo via EDAC/NHS (N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida /
N-Hidroxisuccinimida) amplamente utilizada para promover a ligacdo entre grupos carboxila
e amina. O EDAC atua como um agente ativador de grupos (-COOH), formando um
intermediario instavel do tipo O-acil-isoureia. A adicdo de NHS converte esse intermediario
em um éster de NHS mais estavel, aumentando a eficiéncia da reagdo. Esse éster reativo pode
entdo reagir com grupos amina primarios (-NH2) presentes em biomoléculas, resultando na
formacao de ligagdes amida estaveis (Nakajima; Ikada, 1995).

A quimica de ativagdo via EDAC/NHS ¢ uma rota eficiente para formar uma ligagao
amida estavel entre o grupo carboxila do MUA e um grupo amina primdria de uma
biomolécula (peptideo), pois por se tratar de um acoplamento do tipo zero-length, essa
estratégia permite a imobilizacdo do ligante sem a introducao de espacgadores adicionais,
desde que as condi¢des reacionais (como pH e razdo molar dos reagentes) sejam controladas
para maximizar o rendimento e minimizar efeitos indesejados sobre a estabilidade coloidal do

sistema (D’onofrio et al., 2022).
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1.3.1. Peptideos como ligantes biomoleculares

Peptideos sdo biomoléculas constituidas por cadeias curtas de aminoacidos e
apresentam grande interesse em biotecnologia e nanomedicina por combinarem alta
seletividade de interagdo, potencial de biocompatibilidade e, principalmente, facilidade de
sintese ¢ modificagdo quimica, permitindo ajustes racionais de propriedades como carga,
hidrofobicidade e afinidade por alvos moleculares. Em comparacdo a proteinas maiores,
peptideos tendem a oferecer maior controle estrutural por desenho de sequéncia, além de
facilitar a padronizacdo e a reprodutibilidade do ligante em plataformas nanoestruturadas
(Fosgerau; Hoffmann, 2015; Vlieghe et al., 2010).

Na funcionalizagdo de NPs inorganicas, peptideos podem atuar como ligantes capazes
de incorporar fungdes de bioreconhecimento (por exemplo, pela afinidade por receptores)
e/ou fungdes bioativas dependentes da sequéncia, sendo frequentemente discutidos como
componentes versateis para aplicagcdes biomédicas, incluindo contextos relacionados a cancer.
Ainda assim, a atribuicdo de uma fungdo biologica especifica a um peptideo depende
diretamente de validacdo experimental em condigdes biologicas apropriadas, uma vez que
atividade, seletividade e estabilidade podem variar substancialmente conforme o meio e o
alvo (Fosgerau; Hoffmann, 2015; Li et al., 2021).

Do ponto de vista quimico, peptideos sdo particularmente compativeis com rotas de
bioconjugacao covalente por apresentarem grupos funcionais reativos em sua estrutura,
especialmente aminas primarias (N-terminal e, quando presentes, cadeias laterais como a de
lisina). Isso os torna adequados para estratégias de acoplamento do tipo carboxila—amina,
como a ativagdo por carbodiimida/NHS, formando ligagdes amida estaveis com superficies
previamente funcionalizadas contendo grupos carboxila. Um aspecto relevante ¢ que, quando
ha multiplas aminas disponiveis, o acoplamento pode ocorrer em mais de um sitio, gerando
heterogeneidade de orientagdo e de densidade do ligante, por isso, o desenho do peptideo e o
controle das condigdes reacionais sdao fatores que impactam a reprodutibilidade do
bioconjugado (Vlieghe et al., 2010).

Por fim, a conjugacdo de peptideos a AuNRs ¢ amplamente reportada como uma
estratégia eficaz para introduzir fungdes biomoleculares especificas na superficie e, a0 mesmo
tempo, preservar e explorar as propriedades plasmonicas caracteristicas dos AuNRs em
aplicacdes biomédicas e bioanaliticas, o que sustenta a viabilidade dessa arquitetura
nanoestruturada (Oyelere et al., 2007). Adicionalmente, classes particulares de peptideos,

como os cell-penetrating peptides (CPPs), sdo frequentemente descritas como ferramentas
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para favorecer o transporte e a internaliza¢do celular de diferentes cargas moleculares (por
exemplo, farmacos, acidos nucleicos ou sondas); entretanto, o desempenho, a seletividade e
os efeitos fora do alvo podem variar conforme a sequéncia do peptideo, a densidade de
conjugacdo e o ambiente bioldgico, tornando essencial interpretar esses sistemas a luz do
contexto experimental e do desenho do nanovetor (Guidotti; Brambilla; Rossi, 2017).

A arquitetura de um nanovetor, composta por AuNR-MUA-Peptideo, esta

representada esquematicamente na Figura 5

Figura 5 - Representagdo esquematica de nanovetor plasmonico composto por nanobastdo de ouro (AuNR)
funcionalizado com 4cido 11-mercaptoundecandico (MUA) e bioconjugado com peptideo via quimica
EDAC/NHS.
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1.4. Caracterizacio de bioconjugados

O sucesso das bioconjugagdes ¢ frequentemente monitorado por técnicas que medem o
aumento do volume hidrodinamico da particula, como por espectroscopia de espalhamento de
luz (Polarized Light Extinction Spectroscopy - EPEL), que afere o tempo de relaxacao
rotacional (t), baseado na técnica de espalhamento dindmico de luz despolarizada
(Depolarized Dynamic Light Scattering, D-DLS) (Gongalves, 2022). O parametro 1 ¢
particularmente sensivel a modificagdes nas extremidades dos AuNRs, pois a difusdo
rotacional depende fortemente do comprimento efetivo da particula, tornando-o mais
adequado que parametros translacionais para detectar pequenas alteragdes superficiais

decorrentes da ligacao de biomoléculas (Feller et al., 2021).
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Para os AuNRs, o aumento do T apds a bioconjugacdo constitui uma indicacdo da
imobilizacdo da biomolécula (como um peptideo) na superficie, pois o volume adicional da
biomolécula resulta em rotagcdes mais lentas dos NRs em solucao, validando o uso da técnica
para monitorar a eficiéncia da ligagdo (Johansson; Kill; Sipova-Jungova, 2025).

Contudo, a prépria quimica de ativacdo pode ser um fator de desestabilizacdo, uma vez
que neutraliza temporariamente as cargas de superficie, promovendo a agregacdo das
particulas. Dessa forma, a resisténcia do nanovetor frente a essa instabilidade operacional é&,
sem duvidas, um indicador direto da qualidade do protocolo de funcionalizagdo empregado.

Portanto, a estabilidade coloidal do nanovetor ¢ um pardmetro de qualidade
fundamental, e o potencial zeta ({) ¢ o parametro eletrocinético mais utilizado para sua
avaliacdo (Németh et al., 2022). O { mede o potencial elétrico na camada de cisalhamento da
particula, refletindo a magnitude da repulsdo eletrostatica entre as NPs. Embora o valor ideal
possa variar em fun¢do do meio dispersante, ¢ comum empregar, como regra pratica, que
sistemas com potencial zeta em moddulo superior a 30 mV (|| > 30 mV, isto ¢, {>+30 mV ou
£ <—-30 mV) tendem a apresentar maior resisténcia a agregacao por estabilizacdo eletrostatica
(Dikovskaya et al., 2024). Ressalta-se, contudo, que o { ndo constitui um critério absoluto de
estabilidade, pois sua estimativa depende de modelos eletrocinéticos e das condigdes
experimentais (Pochapski et al., 2021), e que pardmetros hidrodindmicos (1) constituem, em
geral, evidéncias indiretas de modificagdo superficial. Assim, quando se deseja uma
confirmacdo quimica mais direta da presenga e/ou do modo de ligagdo de ligantes na
superficie de particulas, recomenda-se o uso de técnicas espectroscopicas sensiveis a
composicao e as ligacdes quimicas na interface, como a espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS) e a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), preferencialmente de forma complementar (Mourdikoudis; Pallares; Thanh, 2018).
Adicionalmente, estratégias de quantificacdo do ligante baseadas em marcagdes fluorescentes
podem ser empregadas para estimar a densidade e quantidade de biomoléculas conjugadas,
desde que se considerem limitagcdes experimentais como possiveis efeitos de supressao de

fluorescéncia em proximidade de superficies metalicas (Tan et al., 2015).
1.5. Hipétese e Relevancia
Diante do exposto, a hipdtese central deste trabalho ¢ que a otimizagdo do protocolo de

purificagdo por meio de lavagens sequenciais em etapas sucessivas, associada a selegdo de

uma razio molar intermedidria de Acido 11-Mercaptoundecandico (MUA) para a
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funcionalizacdo e bioconjugacao de AuNRs com peptideo ¢ determinante para a obten¢do de
um nanovetor AuNRs-MUA-Peptideo quimicamente estdvel e biologicamente funcional.
Adicionalmente, pressupde-se que a eficiéncia dos processos de purificacdo e bioconjugacao
possa ser avaliada por meio da estabilidade coloidal dos AuNRs, mensurada por medidas de
potencial zeta, bem como por andlises da variagdo do tempo de relaxagdo rotacional das
nanoestruturas. Dessa forma refletindo alteragdes na dindmica e no ambiente superficial apos
a conjugagdo, tendo como critérios de desempenho a obtengcdo de alta estabilidade
eletrostatica ({ > +30 mV) e a maxima eficiéncia de bioconjugacdo (maior varia¢do no tempo
de relaxacdo rotacional, At), mitigando as limitagdes associadas a razdes molares extremas de
MUA.

Este estudo contribui diretamente para o avanco da nanobiotecnologia ao propor um
protocolo otimizado e experimentalmente validado para a producdo de nanovetores
plasmonicos estaveis, reprodutiveis e funcionalmente eficientes. A elucidagdo dos parametros
criticos que governam a estabilidade coloidal e a eficiéncia de bioconjugacdo ¢ fundamental
para viabilizar a aplicagdo dessas plataformas em futuras terapias e diagndsticos. Nesse
sentido, o presente trabalho alinha-se com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) da Agenda 2030 da ONU, especificamente o ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ao
contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e de diagnoéstico, e o
ODS 9 (Industria, Inovagao e Infraestrutura), ao fomentar a inovagao e estabelecer uma base
de conhecimento soOlida para a futura industrializacdo de tecnologias baseadas em

nanomateriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e otimizar um nanovetor plasmonico a base de nanobastdes de ouro
(AuNRs) bioconjugados com peptideos, estabelecendo um protocolo reprodutivel e estavel
em solugdo, visando a obtencao de uma plataforma adequada para futuras etapas de validagao
bioldgica, com énfase na preservagdo do perfil Optico, na manuten¢do da estabilidade coloidal

e na consisténcia operacional do sistema.

2.2 Objetivos especificos

a) Otimizar os protocolos de purificagdo de AuNRs sintetizados pelo método seedless
mediado por resveratrol, comparando a lavagem direta e a lavagem em etapas (25
mM e 6 mM de CTAB), para obtengao de dispersdes coloidais estaveis, utilizando
espectroscopias de absorcdo no UV-Vis, técnicas de D-DLS (1) e medidas de
potencial zeta ({);

b) Caracterizar a morfologia e as dimensdes dos AuNRs purificados por meio de
TEM, correlacionando os dados morfologicos com os pardmetros espectroscopicos
(ALspr € Razdo de Aspecto);

c) Avaliar o impacto da funcionalizagdo da superficie dos AuNRs com MUA,
monitorando as alteragdes fisico-quimicas (absor¢do UV-Vis, 1 e {) em diferentes
razoes molares (1:1, 5:1 e 10:1), a fim de identificar e estabelecer condigdes de
modificagdes interfaciais reprodutiveis, mantendo a estabilidade coloidal dos
AuNRs;

d) Realizar a bioconjugagdo covalente do peptideo na superficie dos AuNRs-MUA,
utilizando a quimica de ativagio EDAC/NHS, e avaliar a variacdo do tempo de
relaxagdo rotacional (At), através da espectroscopia de absor¢do no UV-Vis para
verificacao do perfil 6ptico nas nanoestruturas;

e) Selecionar a condi¢ao padrao do nanovetor (AuNRs-MUA-Peptideo), integrando os
resultados de estabilidade coloidal ({), desempenho hidrodindmico (At) e margem
de seguranca operacional, visando sua aplicagdo em etapas subsequentes de

validacao biologica.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho caracteriza-se como uma pesquisa experimental realizada em parceria entre
o CTNano/UFMG e o Laboratério de Nanociéncia e Nanobiotecnologia (IBTEC/UFU —
Campus Patos de Minas).

3.1 Materiais

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico, quando aplicavel.
Para a sintese, lavagem e funcionalizagdo, foram empregados: brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB, Sigma-Aldrich, >99%, MM = 364,45 g/mol), cloreto de ouro (III) (AuCls,
Sigma-Aldrich, >99,9%, MM = 393,83 g/mol; utilizado para preparo de solu¢do de HAuCl.
em agua ultrapura), nitrato de prata (AgNOs, Sigma-Aldrich, >99%, MM = 169,87 g/mol),
borohidreto de sodio (NaBHs4, Sigma-Aldrich, 98%, MM = 37,83 g/mol), resveratrol (reagente
comercial submetido a procedimento de purificagdo interno do laboratorio), &cido
l1-mercaptoundecandico (MUA, Sigma-Aldrich, 95%, MM = 21836 g/mol),
N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDAC, Sigma-Aldrich, >99%, MM = 191,70
g/mol) e N-hidroxisuccinimida (NHS, Sigma-Aldrich, 98%, MM = 115,09 g/mol). O tampao
PBS utilizado foi da Sigma-Aldrich.

O peptideo utilizado para a bioconjugacdo foi gentilmente cedido pela Profa. Dra.
Thaise Araujo Gongalves (IBTEC/UFU - Campus Patos de Minas) em solugdo tampao PBS,
com concentracdo de 3,2 mM, massa molar de 3211,64 g/mol. O peptideo apresenta potencial
terapéutico em contexto oncoldgico, sendo investigado como agente com atividade
antitumoral. Devido a restrigdes de patente, a sequéncia ndo serd divulgada, ademais, ele foi
utilizado em sua forma nativa, e sua natureza eletrostatica ndo foi considerada um parametro
critico para a bioconjugacdo, uma vez que a ligacdo foi realizada via quimica covalente
EDAC/NHS, que ¢ independente da sua carga. O tamanho hidrodindmico do peptideo foi
estimado em aproximadamente 3,56 nm?, utilizando a aproximagao para proteinas globulares,

conforme as equagdes 1 e 2 (Erickson, 2009):

— 3
L =33 x MW (1)

A=nx(L=+2) )
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3.2 Sintese e Purificacdo dos Nanobastdes de Ouro (AulNRs)

Os AuNRs foram sintetizados no Laboratorio SMS (CTNano/UFMG), utilizando a
metodologia seedless (sem semente) mediada por resveratrol. No processo de sintese o nitrato
de prata foi utilizado como agente direcionador de crescimento e o CTAB como agente
estabilizante, seguindo protocolo descrito por Junqueira (2024). Neste trabalho, as atividades
experimentais concentraram-se nas etapas de purificagdo e no processo de bioconjugacao
utilizando MUA e o peptideo.

O processo de purificagdo foi realizado por meio de ciclos sucessivos de
centrifugacdo, com o objetivo de remover o excesso de reagentes e subprodutos, bem como
ajustar a concentragdo de CTAB do meio. As amostras foram centrifugadas a 15.000 G por 15
minutos, com posterior ressuspensao do pellet (material sedimentado) em solugdes de CTAB
conforme as condi¢des experimentais:

A. Lavagem em etapas (25 mM para 6 mM CTAB): trés ciclos em CTAB 25
mM, seguidos de trés ciclos em CTAB 6 mM.
B. Lavagem direta: trés ciclos realizados diretamente em CTAB 6 mM.

Para cada ensaio de lavagem, o material bruto foi previamente diluido em solu¢do de
CTAB 50 mM antes do inicio dos ciclos de centrifuga¢do, com fatores de dilui¢do distintos
entre eles. Essa estratégia visou a padronizacdo da concentragdo dos AuNRs na faixa de
aproximadamente 200 pM para as etapas subsequentes de funcionalizacdo com MUA.

Apbés as lavagens, as amostras foram submetidas a caracterizagdo pelas

espectroscopias de absor¢ao no UV-Vis e espalhamento de luz (D-DLS).

3.3 Funcionalizaciao dos AuNRs com Acido 11-Mercaptoundecanoico (MUA)

A funcionaliza¢ao da superficie dos AuNRs foi realizada para promover a ancoragem
de MUA nas extremidades, introduzindo grupos carboxila reativos para a posterior
bioconjugacao. Foram investigadas diferentes razdes molares de ligante (1:1, 5:1 e 10:1
moléculas/nm?), visando otimizar a densidade de cobertura superficial. O protocolo
experimental foi ajustado com base nas diretrizes descritas por Junqueira (2024), com
adaptacdes voltadas a otimizacdo da organizagdo e da estabilidade da camada funcional na
superficie dos AuNRs. O MUA foi preparado a partir de solu¢do estoque de 5 mM em etanol

e as suspensoes foram incubadas sob agitacdo orbital (100 rpm) a 27 °C, durante a noite
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(overnight). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 G por 12 minutos, com

remocao do sobrenadante e ressuspensao para o volume inicial.

3.4 Bioconjugac¢io dos AuNRs-MUA aos Peptideos

A ligagdo covalente do peptideo a superficie dos AuNRs funcionalizados com MUA
foi realizada por meio da quimica de ativagao de grupos carboxila, EDAC e NHS, seguindo
protocolo descrito por (Junqueira, 2024).

As solugdes de EDAC e NHS foram preparadas imediatamente antes da adi¢do, em
tampao MES (4cido 2-(N-morfolino)etanossulfonico) pH 5,5, a suspensdao de AuNR-MUA,
seguida de incubagdo por 30 minutos a 4 °C. Em seguida, as amostras foram purificadas por
centrifugacdo e ressuspensas em tampao (CTAB 3 mM, Tris 10 mM e EDTA 1 uM), utilizado
para manutenc¢do da estabilidade coloidal do nanovetor durante e ap6s a bioconjugacao. Apos
a etapa de ativagdo, as amostras foram organizadas em duas condi¢des experimentais: (A)
Controle: AuNR-MUA, sem adi¢cdo do peptideo; (B) Nanoconjugado: AuNR-MUA ativado
com adi¢do do peptideo B7 (PM = 3211,64 gmol™).

A quantidade de peptideo adicionada foi calculada com base na area superficial dos

AuNRs e no tamanho hidrodinamico estimado do peptideo (~3,56 nm?).

3.5 Caracterizacao Fisico-Quimica e estrutural

A caracterizagdo dos AuNRs, dos AuNRs-MUA e dos nanoconjugados
(AuNRs-MUA-Peptideo) foi realizada pelas técnicas descritas a seguir.

3.5.1 Espectroscopia de absor¢ao no UV-Vis

Os espectros de absor¢ao no UV-Vis foram obtidos em espectrofotometro Varioskan
Lux (Thermo Fisher Scientific), utilizando microplaca transparente de 96 pogos, na faixa de
400 a 1000 nm, com passo de 1 nm. As leituras foram realizadas para cada condi¢do (AuNR,
AuNR-MUA e AuNR-MUA-Peptideo), sendo utilizado como o branco o respectivo meio
dispersante de cada amostra. Os espectros foram utilizados para determinar o comprimento de
onda de ressonancia plasmonica longitudinal (A;gpr) € a razdo de aspecto (AR) das amostras.

Os dados foram processados e analisados pelo software Kaleidagraph (Synergy Software).
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3.5.2 Espectrometro Portatil de Espalhamento de Luz (EPEL)

As medidas do t foram obtidas por espectroscopia de espalhamento de luz (EPEL —
D-DLS). O valor de t foi utilizado como indicador do comprimento efetivo dos NRs, sendo
sensivel a alteragdes na camada de superficie (troca de ligantes) e/ou agregacdo. Para cada

amostra, foram realizadas 10 leituras por pogo.

3.5.3 Potencial Zeta ({)

A carga superficial e a estabilidade coloidal dos NRs foram avaliadas por meio de
medidas de carga liquida residual (Potencial Zeta). As leituras foram realizadas em triplicata,
utilizando o equipamento de analisador de tamanho de particulas da Anton Paar, em cubeta

apropriada.

3.5.4 Calculo da Concentracao Molar

A concentracdo molar dos AuNRs foi determinada por célculos que correlacionam os
parametros espectroscopicos (Absorbancia em 400 nm e A;gpr) € hidrodinamicos (1) para

estimar o coeficiente de extingdo molar e, consequentemente, a concentracao da amostra.

3.5.5 Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM):

A caracterizacdo estrutural, incluindo a morfologia e as dimensdes reais (comprimento
e diametro) dos AuNRs foi realizada por microscopia eletronica de transmissao (Tecnai G20)
no Centro de Microscopia da UFMG. As imagens obtidas foram posteriormente analisadas

utilizando o software MATLAB.

3.6 Analise de Dados

A determinacdo da estabilidade coloidal e da bioconjugacdo baseou-se na variagdo dos
parametros fisico-quimicos (A;gpr, T € () entre as amostras controle (sem peptideos) e as
amostras funcionalizadas com os peptideos (nanoconjugados/nanovetores). Para essa analise
foram consideradas as médias e desvios-padrao das leituras adotadas em cada ensaio, além

das analises morfométricas extraidas por TEM.



32

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio dos AuNRs pos-Sintese

A amostra de AuNRs foi inicialmente caracterizada logo apos a sintese. Os parametros
fisico-quimicos basais foram determinados por espectroscopia de absor¢ao UV-Vis e por
espectroscopia de espalhamento de luz (EPEL), ensaio baseado na técnica de Depolarized

Dynamic Light Scattering (D-DLS) (Gongalves, 2022).

Os resultados iniciais das dispersdes coloidais recém-sintetizadas sdo apresentados a
seguir:
a) Comprimento de Onda de Ressondncia Plasmonica Longitudinal (A gpg): 645 nm
b) Tempo de Relaxacao Rotacional (t): 7,0 us
¢) Razdo de Aspecto: 2,216
d) Concentracdo Molar dos AuNRs ([AuNRs]): 11146 pM
Os parametros descritos estdo representados na Figura 6.
A concentracdo molar foi calculada utilizando um método semiempirico desenvolvido
pelo Laboratério SMS (CTNano) que correlaciona a Densidade Optica em 400 nm (OD,y,), 0

lambda méaximo (A gpr), O tau (1) e o fator de dilui¢do para estimar o coeficiente de extingao
molar dos NRs (Gongalves, 2022).

Figura 6 - Espectro de absor¢cdo UV-Vis dos AuNRs: banda transversal (525 nm) e banda longitudinal (645 nm)
e caracterizagdo fisico-quimica das amostras recém-sintetizadas.

12 4 645.0, 11.075 |4, =645.0nm
ef = 1,284
OD4pn = 6.466
T=7.0us
10 1 Lh{2gog = 68.0 nm
Lh{2spn = 46.0 nm
[ROD]= 11146.0 pM
Area cal. = 620.1(Am?)
8- L = 31.136(nm)
D = 14.049(nm)
AR=2.216
o
c 61
4
2 4
Tau ilustrativa
0 T T T T T
400 500 600 700 800 a00 1000

A (nm)

Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratorio SMS (CTNano/UFMG (2024).
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A pureza e a estabilidade coloidal dos AuNRs sdo fatores criticos que influenciam
diretamente a eficiéncia das etapas subsequentes de funcionalizacao e, consequentemente, a
sensibilidade dos nanovetores (El-Sayed, 2004; Zheng et al., 2021). O surfactante CTAB,
essencial para o crescimento anisotropico durante a sintese, deve ser removido ou ter sua
concentragdo reduzida para niveis proximos a Concentragdo Micelar Critica (CMC)
(aproximadamente 0,9 mM) para permitir a troca de ligantes e a bioconjugagao (Wei et al.,

2021). No entanto, a remog¢do abrupta do CTAB pode comprometer a morfologia e a

estabilidade dos AuNRs.

4.2 Processo de purificacado dos AuNRs

Com o objetivo de estabelecer um protocolo de remog¢do do excesso de CTAB que
preservasse o perfil dptico caracteristico dos AuNRs e maximizasse a estabilidade coloidal na
condi¢do de trabalho, foram comparadas duas abordagens: a lavagem direta com ajuste da
concentracdo para 6 mM de CTAB e a lavagem em etapas, partindo de 25 mM, até atingir
para 6 mM de CTAB.

A Tabela 1 sumariza os resultados comparativos entre a lavagem direta e a lavagem
em etapas, ambas visando a concentragdo final de 6 mM de CTAB, que ¢ a condigdo
necessaria para as etapas de funcionalizagdo. A comparacdo baseia-se nos parametros
fisico-quimicos dos AuNRs, utilizados como indicadores de estabilidade coloidal e

integridade morfologica.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos dos AuNRs apos diferentes processos de lavagem (concentracao final de
6 mM de CTAB).

Parametro Pés-Sintese Lavagem Direta Lavagem em Lavagem em
(Bruto) (6mM) etapas — Ensaio 1 etapas — Ensaio 2

ALspr (nNM) 645 634 641,5 642

Razdo de Aspecto 2,216 2,13 2,19 2,19

T (us) ~7,0 7,52 +0,71 12,05 £0,25 13,09 +1,66
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Potencial Zeta ({) N/A +34,7+£1,2 +52,1£24 +51,6 £0,5
(mV)

Concentracdo 11146 pM 136 pM 230 pM 593 pM
[AuNRs]

Conclusdo Mistura bruta Estavel, porém Maior preservagio Maior preservagdo

com maior
deslocamento

do perfil optico e
maior estabilidade
coloidal

do perfil optico e
maior estabilidade
coloidal

espectral e menor
Fonte: O autor (2025).

A diferenga entre a concentracdo do material bruto (11146 pM) e as concentragdes
obtidas apds lavagem (136-593 pM) ¢ consequéncia direta da dilui¢do prévia do material
bruto realizada antes de cada ensaio, ¢ ndo de perdas significativas durante o processo de
purificacdo. As variagdes entre ensaios refletem os diferentes fatores de diluicao adotados,
com o ensaio 2 partindo de uma dilui¢do menor para que todos permitam a padronizagao na
faixa de trabalho desejada para a funcionalizagao.

Ademais, as concentracdes molares estimadas para os AuNRs ao longo das diferentes
etapas experimentais devem ser interpretadas principalmente como um pardmetro operacional
de controle do sistema, e ndo como um critério primario de interpretagao fisico-quimica.
Esses valores foram utilizados para padronizar as suspensdes na faixa de trabalho necessaria
para as etapas de funcionaliza¢do e bioconjugacdo, e também como um indicador indireto e
secundario da integridade coloidal da suspensdo. Em sistemas coloidais desse tipo, processos
de agregacdo irreversivel ou perdas significativas de material durante etapas de purificagao
tendem a resultar em redugdes expressivas da concentragdo estimada, uma vez que parte do
material deixa de permanecer dispersa na fase coloidal.

No presente trabalho, as variagdes observadas entre amostras refletem principalmente
diferencas nos fatores de diluicdo aplicados e/ou perdas esperadas durante o preparo e
execucdo experimental e ndo indicam alteragdes estruturais relevantes nos AuNRs. Dessa
forma, a concentracao foi utilizada principalmente como parametro auxiliar de monitoramento
experimental e consisténcia das suspensdes, sendo discutida especificamente nos casos em
que contribuiu para a interpretacdo dos resultados. Nos demais pontos do texto, sua
apresentacdo nas tabelas tem carater informativo e de controle experimental, enquanto a
analise das modificagdes interfaciais € do comportamento dos nanovetores foi baseada

predominantemente nos parametros espectrais, hidrodindmicos e eletrocinéticos do sistema.
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O protocolo de lavagem em etapas demonstrou ser superior na preservacao da
estabilidade coloidal e na manutengdo do perfil 6ptico da amostra bruta (recém sintetizada).
Em relagdo ao pico longitudinal (A gpR), a lavagem direta resultou em deslocamento para 634
nm, enquanto a lavagem em etapas manteve valores mais proximos do material bruto
(641,5-642 nm). Considerando que a determinacdo de A, g foi realizada em leitor de
microplacas (passo espectral de 1 nm) e que o equipamento possui uma incerteza instrumental
associada a determinacdo do comprimento de onda de £ 2 nm (manual do equipamento
Thermo Fisher Scientific), a diferenca observada entre protocolos (= 7-8 nm entre 634 e ~
642 nm) ¢ consistente com um efeito real do processo de lavagem sobre o comportamento
optico do sistema, e ndo apenas variagdo de medida.

Para contextualizar a magnitude desse deslocamento em termos de razdo de aspecto
(AR), quando esta ¢ estimada a partir de A; gpr, pode-se utilizar a relagdo empirica reportada na
literatura A, = 95.AR + 420 (Link; Mohamed; El-Sayed, 1999; Foti et al., 2024). Assim, AR
= (Anax—420)/95 e, por propagagdo de incerteza de primeira ordem, AAR =~ AA/95. Dessa
forma, adotando AL com base na especificagdo do instrumento, obtém-se uma estimativa de
incerteza minima para AR derivada espectralmente: AL = £ 2 nm e A4R = 2/95 = 0,021 =
+0,02.

Aplicando essa ordem de grandeza de incerteza aos valores obtidos (Tabela 1), nota-se
que a diferenca entre o material bruto (AR = 2,216) e a lavagem em etapas (AR = 2,19) ¢
pequena (AAR = 0,026) e, portanto, compativel com a incerteza minima associada a
determinagdo de A gpr. Em contraste, a diferenga entre a lavagem direta (AR = 2,13) e a
lavagem em etapas (AR = 2,19) ¢ maior (AAR = 0,06), sugerindo efeito mais consistente do
protocolo de lavagem sobre os parametros espectrais e coloidais associados a AR.

Essa abordagem foi utilizada como uma aproximagao conservadora da propagacdo da
incerteza associada a determinacdo de A;gpr sobre uma AR derivada espectralmente. Como
métodos internos do CTNano também utilizam A; ;pr como variavel de entrada, a influéncia do
erro instrumental em A permanece relevante, ainda que a relagdo exata entre A e AR dependa
do modelo empregado.

A andlise do Potencial Zeta ({) refor¢a a superioridade da rota em etapas, pois
enquanto a amostra da lavagem direta apresentou { = +34,7 mV, as amostras da lavagem em
etapas apresentaram valores de +52,1 mV e +51,6 mV, respectivamente. Esta diferenca de ~
18 mV na carga superficial ¢ compativel com uma camada de CTAB mais preservada e
efetiva, garantindo maior repulsdo coulombiana e, consequentemente, maior estabilidade

coloidal (Nikoobakht; El-Sayed, 2001).
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Ademais, observou-se um aumento expressivo do T na lavagem em etapas, que passou
de ~ 7,0 us para 12,05 + 0,25 us (primeiro ensaio) e 13,09 £ 1,66 us (segundo ensaio), em
comparagdo com a lavagem direta, que apresentou um 1t de ~ 7,5 = 0,71 pus. Como t ¢ um
parametro estimado pelo EPEL e depende da qualidade do sinal na faixa espectral de
operacdo do equipamento, diferengcas no perfil Optico entre as amostras (por exemplo,
deslocamentos do A, ¢pr © alteragdes na intensidade e na forma do espectro) podem influenciar
a confiabilidade do ajuste e, consequentemente, a incerteza associada a t. Ainda assim, o
aumento observado para o protocolo em etapas foi consistente entre os ensaios 1 e 2,
sugerindo um efeito reprodutivel do processo de lavagem sobre o comportamento rotacional e
hidrodindmico do sistema.

A Figura 7 mostra a sobreposi¢ao dos espectros de absor¢ao no UV-Vis, evidenciando
diferengas no perfil optico final entre os protocolos, enquanto a amostra obtida por lavagem
direta apresenta um pico longitudinal visualmente mais estreito e menor cauda na regido de
maiores comprimentos de onda, sugerindo uma distribuicao 6ptica mais concentrada em torno

da amostra total, a lavagem em etapas apresentou uma cauda maior € um pico mais alargado.

Figura 7 - Espectros de absor¢do UV-Vis das dispersdes coloidais de nanobastoes de ouro (AuNRs) em
diferentes condi¢des de CTAB e procedimentos de lavagem. (A) Espectros completos na faixa de 400—1000 nm.
(B) Ampliacdo da regido do pico de ressondncia plasmonica longitudinal (ALSPR), entre 550-700 nm. O
material bruto corresponde a dispersdo em 50 mM de CTAB, enquanto as amostras submetidas a lavagem direta
e a lavagem em etapas (Ensaios 1 e 2) referem-se as dispersdes em 6 mM de CTAB.
A) B)
Material Bruto
— — Lavagem Direta 6mM

- — Lavagem em Etapas - Ensaio 1
-- - Lavagem em Etapas - Ensaio 2

Densidade Optica (u.a.)
Densidade Optica (u.a.)

04 - .

Material Bruto
— — Lavagem Direta 6mi
- — Lavagem em Etapas - Ensaio 1

02 - --. - Lavagem em Ftapas - Ensaio 2 b
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Fonte: O autor (2025).
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Em AuNRs, a forma e largura do pico longitudinal e a presenca de caudas estdo
associadas a distribui¢do de razdes de aspecto e a heterogeneidade populacional, além disso,
alteragdes de linha de base e alargamentos podem acompanhar interagdes interparticulas ou
incipiente agregacao, que sdo frequentemente monitoradas por espectroscopia de absor¢ao no
UV-Vis (Eustis; El-Sayed, 2006).

Nesse contexto, o alargamento observado na lavagem em etapas pode ser atribuido, ao
menos em parte, ao maior numero de ciclos de centrifugacdo empregados de acordo com o
protocolo utilizado (6 ciclos, contra 3 na lavagem direta). A precipitagdo forcada durante a
centrifugacdo promove a aproximacdo lateral das particulas, favorecendo a formacgdo de
aglomerados transitérios que, mesmo apos ressuspensio, podem persistir € contribuir para o
alargamento espectral e o surgimento de caudas em maiores comprimentos de onda (Eustis;
El-Sayed, 2006).

Contudo, essa aparente homogeneidade da lavagem direta ocorre junto a um
deslocamento do A;¢pr para valores menores (Tabela 1), o que é consistente com a mudanca
do microambiente dielétrico e superficie e/ou a sele¢ao de fragdo ou de subpopulacdes durante
as etapas de centrifugacdo e lavagem. Esses processos podem alterar a distribuicao
populacional recuperada, devido a perdas seletivas durante a formagdo de precipitados e
ressuspensdao, bem como as mudangas no microambiente coloidal, como a concentracdo de
micelas livres e organizagdo superficial do CTAB, o que pode refletir no perfil espectral final
(Schweizerhof et al., 2018). Além disso, a propria precipitacio for¢ada durante a
centrifugacdo pode induzir a aproximacdo lateral das particulas, resultando na formagao de
aglomerados transitérios e, embora esses aglomerados possam ser parcialmente desfeitos na
ressuspensao, sua persisténcia, ainda que parcial, pode contribuir para as alteracdes espectrais
observadas entre os protocolos.

Portanto, embora a lavagem direta produza um espectro final visualmente mais
uniforme, ela também promove maior afastamento do perfil dptico do material pds-sintese e
menor estabilidade coloidal ({), o que contraria o objetivo desta etapa: obter uma suspensao
em 6 mM de CTAB simultaneamente estavel e o mais proxima possivel do material bruto para
prosseguir as etapas subsequentes.

Em conjunto, os resultados indicam que a lavagem em etapas manteve A gpp Mmais
proximo do material bruto e apresentou maior , sugerindo melhor estabilidade coloidal na
condicdo final de 6 mM de CTAB. Além disso, a proximidade entre os dois ensaios

otimizados indica boa reprodutibilidade do protocolo. Assim, o protocolo em etapas foi
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selecionado como material de partida para as etapas subsequentes e para a caracterizagdo

morfologica por TEM.

4.2.1 Caracterizacdo por Microscopia Eletronica de Transmissao

A caracterizagdo morfologica dos AuNRs selecionados apds a lavagem em etapas foi
realizada por TEM, com o objetivo de confirmar a forma anisotrdpica e determinar as
dimensdes geométricas (comprimento e didmetro) da populacdo. A TEM ¢ uma das técnicas
mais empregadas para avaliagdo de morfologia e dimensdes em AuNRs, especialmente
quando se busca validar estimativas derivadas de parametros Opticos e coloidais (ZHENG,
2021).

As Figuras 8 e 9 apresentam micrografias representativas dos AuNRs apos lavagem
em etapas (condi¢@o final em 6 mM de CTAB). A Figura 8 mostra um campo mais amplo, util
para visualizar a populagdo e sua representatividade, enquanto a Figura 9 apresenta maior
ampliacdo, favorecendo a observacdo de particulas individuais e a visualizacdo de

extremidades e contornos, importantes para as medidas morfométricas.
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Figura 8 - Micrografia TEM dos AuNRs apds lavagem em etapas (condi¢do final: 6 mM CTAB). Barra de
escala =100 nm.
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Fonte: O autor (2026).
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Figura 9 - Micrografia TEM em maior ampliacdo dos AuNRs apo6s lavagem em etapas (6 mM CTAB),
destacando particulas individuais. Barra de escala = 50 nm.

F——————- 50 nm
Fonte: O autor (2026).

A andlise quantitativa foi conduzida a partir de cinco micrografias TEM, totalizando n
= 125 AuNRs medidos. As imagens foram analisadas em um software implementado em
MATLAB, no qual a calibragdo dimensional foi realizada por correlacdo entre a barra de
escala e o niumero de pixels correspondente. Em seguida, o algoritmo executou a deteccdo e
segmentacao das particulas e converteu as medidas para unidades métricas.

Antes da andlise automatica, as micrografias passaram por pré-processamento manual,
a fim de melhorar a separagdo de particulas adjacentes. Para as medidas morfométricas, foram
incluidos apenas AuNRs com contorno completo e extremidades visiveis, evitando
sobreposi¢do significativa. Em regides com particulas proximas ou parcialmente sobrepostas,
apenas a particula com contorno mais claramente discernivel foi considerada, enquanto os
casos cuja individualizagdo nao foi possivel com seguranca foram excluidos. Ainda assim,
reconhece-se que a segmentacdo em campos densos pode introduzir incertezas residuais nas
medidas, motivo pelo qual os resultados sdo apresentados como média e desvio-padrao,

juntamente com o tamanho amostral.
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Com base nas medidas individuais, obteve-se comprimento médio de 49,87 £ 8,91 nm
e diametro médio de 20,84 + 4,81 nm, resultando em razdo de aspecto média (AR) de 2,49 +
0,67. Esses valores indicam uma populagcdo predominantemente anisotrdpica e evidenciam
dispersdo dimensional moderada, particularmente em AR, o que é esperado em amostras de
AuNRs sintetizadas por rotas de crescimento anisotropico.

Para a mesma amostra, o método interno baseado em parametros opticos e coloidais
forneceu AR = 2,19, L = 46,9 nm e d = 21,4 nm, conforme apresentado na Tabela 2.
Observa-se boa concordincia de ordem de grandeza entre os métodos para comprimento e
diametro, com diferencas pequenas frente as dispersdoes do TEM. A AR média obtida por
TEM foi superior a estimativa coloidal, o que pode ocorrer por diferencas intrinsecas entre
medidas geométricas em condigdo seca (TEM) e estimativas dependentes do comportamento
em solu¢do. Outros fatores que influenciam sdo a heterogeneidade populacional refletida no

desvio-padrao de AR e as diferencas matemadticas entre a média de razdes (média de L/d

particula a particula) e a razdo entre médias (L / d ), que ndo sdao necessariamente

equivalentes.

Tabela 2 — Parametros morfométricos por TEM e estimativas por método optico/coloidal em AuNRs (lavagem
em etapas; 6 mM CTAB).

Parametro TEM (média + DP) Estimativa optico/coloidal
(GONCALVES, 2022)

Comprimento, L (nm) 49,87 + 8,91 46,9
Diametro, d (nm) 20,84 +£ 4,81 21,4
Razdo de aspecto, AR 2,49 + 0,67 2,19

Fonte: O autor (2025).

Nas micrografias analisadas (5 micrografias; n = 125), ndo foram observados grandes
aglomerados compactos ou estruturas agregadas; além disso, nota-se a manutencao da
morfologia original (bastdo). Observa-se, no entanto, a presen¢a de regides localmente densas,
que podem ser atribuidas tanto ao processo de deposicdo e secagem na grade, quanto a
formagdo de aglomerados transitérios induzidos pelas etapas de centrifugacdo, conforme
discutido anteriormente. Dessa forma, as eventuais diferengas observadas por espectroscopia
de absor¢do no UV-Vis sdo mais compativeis com heterogeneidade populacional e/ou
interacdes interparticulas decorrentes do processamento, sem evidéncia de agregacdo

irreversivel.
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Em resumo, a TEM corroborou diretamente a morfologia majoritariamente alongada
da amostra selecionada e forneceu medidas geométricas compativeis com as estimativas
derivadas de parametros Opticos e coloidais, sustentando o uso da condi¢do obtida por
lavagem em etapas como material de partida para posterior funcionaliza¢do e bioconjugacao.

A otimizagdo do protocolo de lavagem ¢ fundamental para o sucesso das etapas
seguintes de funcionalizacdo, pois define simultaneamente o perfil Optico final e a
estabilidade coloidal das NPs. No presente estudo, o protocolo de lavagem em etapas
mostrou-se superior a lavagem direta, ao manter o A gpr mais proximo ao do material bruto,
apresentar maiores valores de potencial zeta, indicando maior estabilidade eletrostatica e
demonstrar concordancia entre os dois ensaios otimizados, o que refor¢a a reprodutibilidade
do procedimento.

O aumento do 1 para a faixa de ~12—-13 ps e do { para ~ +52 mV sdo os principais
indicativos de um comportamento hidrodindmico bem definido e uma condic¢do coloidal mais
estavel. Em nanovetores caracterizados por D-DLS, um t elevado em relagdo ao material
bruto e bem definido ¢ desejavel, uma vez que a técnica EPEL ¢ comparativa e o sinal de
deteccao molecular ¢ baseado na variacao desse parametro rotacional (At) apos a ligagdo do
analito. Dessa forma, a funcionaliza¢do e bioconjugacdo devem promover uma variacao de t
(A1) compativel com o tamanho da biomolécula conjugada e detectavel pela técnica, sendo
que variagdes excessivas podem indicar agregacdo irreversivel ou formagdo de clusters
(Gongalves, 2022).

Desta forma, os NRs lavados pelo protocolo de lavagem em etapas (com A gpr = 642
nm, T = 12-13 ps e { = +52 mV) foram selecionados para os ensaios de funcionalizagdo e

bioconjugacao com peptideos.

4.3 Funcionaliza¢do dos AuNRs com acido 11-mercaptoundecandico (MUA)

A etapa de funcionalizacdo ¢ crucial para a aplicagdo dos AuNRs como nanovetores,
pois promove a conjugacdo de um ligante que permite a bioconjugacao subsequente. O MUA
foi escolhido devido a sua terminagdo tiol, que forma uma liga¢do covalente estavel com o
ouro, € ao seu grupo carboxila terminal, que pode ser ativado para a ligagdo do peptideo
(Junqueira, 2024).

A avaliagdo do efeito do MUA na superficie dos AuNRs foi realizada por meio da
analise de trés razdes molares de MUA por area de calota (1:1, 5:1 e 10:1). As alteragdes

fisico-quimicas resultantes foram monitoradas por espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis,
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potencial zeta () e tempo de relaxacdo rotacional (t). Para interpretacdo, as comparagdes
foram realizadas sempre em relacdo ao respectivo controle em 6 mM CTAB, medido no
mesmo conjunto experimental, uma vez que { ¢ Tt dependem do meio e das condigdes
instrumentais, podendo ser afetados por diluicdes e por diferencas no ajuste entre

equipamentos distintos.
4.3.1 Analise espectral e organizacao da monocamada de MUA

A Tabela 3 sumariza os parametros obtidos apds a funcionalizagdo com MUA nas
razdes 1:1, 5:1 e 10:1, incluindo os valores de A, spz € AR para ensaios de reprodutibilidade,

juntamente com os parametros coloidais (t e {).

Tabela 3 - Parametros fisico-quimicos dos AuNRs apés funcionalizagdo com MUA em diferentes razdes
molares (MUA:Area de Calota).

Amostra Ensaio Mspr (nm)  Razio de T (ps) ¢ (mV) Concentra Interpreta
Aspecto ¢ao ¢ao do
[AuNRs] Fenomeno
Controle 1 641,0 2,18 8,93 + +52,1 + 204 pM Referéncia
(6mM 0,18 2,4 (CTAB; ¢
CTAB) alto)
MUA 1:1 1 639,5 2,17 10,07 + +24,3 + 205 pM Efeito de
0,49 6,8 diluigdo (C
D
MUA 5:1 1 639,5 2,18 11,54 + +23,5+ 197 pM Efeito de
2,88 7,9 diluigdo (C
D
MUA 10:1 1 641,5 2,19 9,96 + +38,6 £ 228 pM Modificag
0,40 0,3 30
superficial
()
Controle 2 641,0 2,18 13,03 + +51,6 + 196 pM Referéncia
(6mM 1,51 0,5 ; shoulder
CTAB) (side-by-si
de)
MUA 1:1 2 641,0 2,18 12,90 + +56,1 £ 160 pM Reorganiz
0,69 2,1 acdo/CTA
B
predomina
nte
MUA 5:1 2 640,5 2,18 11,86 = +38,1 + 186 pM Modificag
1,17 0,6 do
superficial

()
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MUA 10:1 2 644,0 2,21 12,92 + +37,4 + 165 pM Maior
0,66 0,7 modificaca
oG
ALT)

Fonte: O autor (2025).

A espectroscopia de absor¢ao UV-Vis foi empregada para acompanhar alteragcdes no
comportamento Optico dos AuNRs apos a adicdo de MUA. Foram considerados trés
elementos complementares: posicdo do pico plasmonico longitudinal (ALSPR), a razdo de
aspecto (AR) e as mudancgas na forma do espectro (alargamento, cauda e presenga de ombro
ou shoulder). Em AuNRs, o modo longitudinal é particularmente sensivel a mudangas no
microambiente proximo a superficie, como por exemplo, variacdes do indice de refracdo
local, e a efeitos coletivos quando ha aproximacao interparticulas (Zheng et al, 2021; Willets;
Van Duyne, 2007).

De modo geral, as amostras funcionalizadas apresentaram variagdes pequenas de A; gpr
em relagcdo ao controle em 6 mM de CTAB. Considerando a incerteza instrumental de leitura
do comprimento de onda (+ 2 nm), as diferengas observadas nas condicdes 1:1 e 5:1, em
ambos os ensaios, devem ser interpretadas como ndo conclusivas quando a andlise se apoia
apenas neste pardmetro, pois deslocamentos dessa ordem podem refletir flutuagdes de medida
€ nao necessariamente uma alteragao real do sistema.

No teste de reprodutibilidade (ensaio 2), a condi¢ao 10:1 apresentou A; gpg maior que o
controle (AX = +3 nm). Esse deslocamento ¢ discretamente superior a incerteza minima, o que
o torna compativel com um efeito real pequeno, ainda assim, por ser uma variacao de baixa
magnitude, o resultado deve ser apresentado como um indicativo cauteloso de alteracdo do
microambiente superficial e rearranjo interfacial, ¢ ndo como prova isolada de um estado
especifico de organizacdo molecular na superficie (Zheng et al., 2021). O detalhe da banda
longitudinal e a comparagao entre as curvas do controle e das condi¢des com MUA podem ser

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Sobreposi¢@o dos espectros de absor¢do UV-Vis normalizados (banda longitudinal) dos AuNRs em 6
mM de CTAB apos funcionalizagdo com MUA (Ensaio 2). As variagdes na posi¢do de A gpr SA0 pequenas e, em
grande parte, compativeis com a incerteza instrumental; observa-se modulagdo do perfil espectral e um
deslocamento discreto (~3 nm) na condicdo MUA 10:1 em relagdo ao controle, compativel com alteragdo do
microambiente superficial.
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Fonte: O autor (2025).

Os valores estimados de AR permaneceram praticamente constantes (= 2,17-2,21)

o~

entre controle (AuNRs) e amostras funcionalizadas (AuNRs-MUA). Esse comportamento

O~

coerente com o cenario observado para A gpr, j4 que quando o deslocamento do pico
pequeno e frequentemente compativel com a incerteza, espera-se que a AR estimada por
abordagem Optica também varie pouco. Do ponto de vista fisico, essa estabilidade ¢
compativel com a preservagdo do nucleo anisotropico metdlico, uma vez que a
funcionalizacdo altera predominantemente a interface e o entorno dielétrico das extremidades,
e ndo a geometria do bastdo ja formado (Zheng et al, 2021).

Assim, dentro do conjunto de dados obtido, AR e A, gpr sugerem que o procedimento
de funcionalizagdo ndo provocou alteracao relevante do nucleo dos AuNRs e que, quando ha
diferenca em A g, €la € pequena e mais compativel com efeito superficial e microambiental
do que com mudanga morfoldgica do material.

Embora a posicdo do A gpg Nem sempre permita separar claramente as condig¢des
(especialmente quando AA esta dentro do erro), a forma do espectro fornece um sinal

qualitativo mais informativo. Observa-se um ombro (shoulder) em maiores comprimentos de
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onda no controle em 6 mM de CTAB, compativel com acoplamento plasmonico por
aproximacao interparticulas, frequentemente associado a arranjos transitérios como
aproximacao lateral (side-by-side) e alteracdes no estado coloidal. Esse tipo de modulacao
espectral pode aparecer mesmo sem agregacdo irreversivel e tende a refletir mudancas na
distdncia média e na orientacdo relativa entre particulas (Willets; Van Duyne, 2007), sendo
consistente com os efeitos de aproximacdo lateral induzida pelas etapas de centrifugagao,
conforme discutido anteriormente.

A Figura 11 mostra a evidéncia espectroscopica de interagdes interparticulas
reversiveis e sua redugdo apods adicio de MUA. Com o aumento da concentracdo de MUA,
observou-se uma redu¢do da cauda em maiores comprimentos de onda, sugerindo diminuicao
dessas interagdes interparticulas e melhora da dispersdao coloidal. Esse comportamento €
compativel com um cenario em que a introdugdo do ligante altera a interface das NPs com
meio e reduz a propensdo a estados de aproximagdo lateral, diminuindo o acoplamento

observado no espectro (Willets; Van Duyne, 2007; Zheng et al., 2021).
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Figura 11 - Comparagdo dos espectros de absor¢do UV-Vis normalizados mostrando a presenga de um ombro
(shoulder) em maiores comprimentos de onda no controle (6 mM CTAB), compativel com acoplamento
plasmoénico por aproximagédo lateral (side-by-side). Apds funcionalizagdo com MUA (ex.: 10:1), observa-se
reducdo do ombro e recuperagdo de um perfil mais estreito, sugerindo melhora da dispersdo coloidal.
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Fonte: O autor (2025).

Em suma, as variacdes de A gpz € AR foram discretas e, em grande parte, compativeis
com a incerteza instrumental, enquanto a da cauda em maiores comprimentos de onda com
aumento da concentragdo de MUA configurou-se como um sinal espectral mais informativo

para discutir mudangas no estado coloidal. (Willets; Van Duyne, 2007; Zheng et al., 2021).

4.3.2 Analise Eletrostatica e contribuigdo do t

O potencial zeta ({) foi adotado como o indicador mais direto para discutir alteragdes
ap6és a adicdo de MUA, pois representa o potencial na regido do plano de deslizamento
(slipping plane) e ¢ calculado a partir da mobilidade eletroforética das particulas, sendo
sensivel ao estado coloidal e ao meio de dispersdao. Assim, { ndo deve ser interpretado como

uma propriedade absoluta das NPs, pois depende de pardmetros do meio (por exemplo,
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condutividade e forca i0nica, viscosidade e constante dielétrica), além do modelo utilizado na
conversao de mobilidade para { (Clogston; Vermilya, 2020; Malvern Instruments Limited,
2015). Como ( depende do meio de dispersao, as comparagdes foram feitas prioritariamente
entre amostras medidas no mesmo meio (6 mM CTAB). As medidas realizadas ap6s diluicao
em agua ultrapura foram tratadas como ndo diretamente comparaveis ao controle.

Em ambas os ensaios, o controle em 6 mM CTAB apresentou valores elevados de {
(+52,1 mV no ensaio 1; +51,6 mV no ensaio 2), consistentes com uma interface CTAB
dominante ¢ estabilidade eletrostatica alta na condicdo de trabalho. Essa tendéncia ¢
compativel com o seu papel como estabilizante em AuNRs e com a manutencio intencional
dele no meio para preservar a estabilidade coloidal durante etapas de funcionalizagdo (Wei et
al., 2021; Zheng et al., 2021).

No ensaio 1, a condicdlo MUA 10:1 apresentou { = +38,6 mV, representando uma
reducdo clara em relacdo ao controle (+52,1 mV). Como essa condi¢do ndo foi interpretada
sob interferéncia de diluicdo em &gua ultrapura (ponto critico para comparabilidade), o
resultado ¢ compativel com uma modificagao interfacial apos adicdo de MUA, mantendo o {
positivo e, portanto, uma estabilidade eletrostatica preservada. Esse comportamento ¢ mais
bem descrito como ligagdo e a intercalacdo de MUA, pois o sistema permanece em meio
contendo CTAB, o que favorece a permanéncia de contribuigdo catidnica mesmo apos
introducao do ligante (Zheng et al, 2021; Junqueira, 2024).

Ainda no ensaio 1, as condigdes MUA 1:1 ¢ MUA 5:1 apresentaram ( na faixa ~
+23-25 mV, porém as medidas foram realizadas apds diluicdo em dgua deionizada e, uma vez
que o { medido pode variar substancialmente com o meio (alteragdes na dupla camada elétrica
e nos parametros eletrocinéticos do meio), esses valores ndo sdo diretamente comparaveis ao
controle em 6 mM CTAB e nao devem ser usados para inferir quantitativamente uma maior
ou menor cobertura de MUA nessas duas condi¢des (Clogston; Vermilya, 2020; Malvern
Instruments Limited, 2015). Nesse sentido, o resultado ¢ interpretado como evidéncia de que
a diluigdo altera a leitura e a estabilidade aparente, reforcando a necessidade de padronizar o
meio para comparagao.

No ensaio 2, observou-se um padrdo mais limpo e reprodutivel, onde o MUA 5:1 e
MUA 10:1 apresentaram { = +38,1 mV e +37,4 mV, respectivamente, valores esses, que sao
muito proéximos entre si € proximos ao obtido para 10:1 no ensaio 1 (+38,6 mV). Essa
convergéncia entre ensaios constitui o achado mais robusto desta secdo, pois sugere que, a

partir de 5:1-10:1, o sistema atinge um regime reprodutivel de modificagdo interfacial,
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compativel com ligagdo e a intercalagdo de MUA em meio contendo CTAB, sem forte
interferéncia na estabilidade coloidal (Zheng et al, 2021; Junqueira, 2024).

A condicado MUA 1:1 no ensaio 2 apresentou { = +56,1 mV, ligeiramente acima do
controle. Esse resultado ¢ divergente da expectativa de redugdo de { em razdo da introducao
de grupos carboxila e, portanto, deve ser descrito como ndo conclusivo quanto a
funcionalizacdo com MUA nessa razdo, pois em baixa concentragdo desse ligante, o sistema
tende a permanecer CTAB-predominante. Assim, o valor observado pode refletir variabilidade
experimental e/ou diferengas de organizacdo interfacial que ndo necessariamente
correspondem a uma maior cobertura efetiva de MUA (Clogston; Vermilya, 2020; Zheng et
al, 2021).

Além disso, o fato de { permanecer positivo, mesmo quando reduzido (~+37-39 mV)
¢ coerente com a hipotese de ligacdo e/ou formacdo de camada mista de CTAB e MUA,
especialmente porque o procedimento foi conduzido mantendo CTAB no meio para preservar
estabilidade coloidal. Ou seja, em termos praticos, essa condi¢do atende ao objetivo do
nanovetor, que ¢ reduzir a contribuicao cationica efetiva da interface e introduzir grupos
funcionais (COOH) sem comprometer a dispersao necessaria para as proximas etapas (Wei
et al, 2021; Zheng et al, 2021; Junqueira, 2024).

Quanto ao tempo de relaxacdo rotacional (t), este foi interpretado como evidéncia
complementar, pois pode ser afetado pela heterogeneidade do sistema, por aproximagdes
interparticulas reversiveis e variagdes experimentais (incluindo ruido e pequenas diferencas
de concentracdo efetiva entre amostras). No ensaio 1, T aumentou nas trés condigdes com
MUA em relagdo ao controle (8,93 pus), com destaque para MUA 5:1 (11,54 us) e MUA 1:1
(10,07 ps), enquanto MUA 10:1 ficou em 9,96 ps. Uma interpretacdo plausivel para o fato de
10:1 nao apresentar o maior valor € que o T pode ser afetado por diferencas na concentracao
efetiva da suspensdo (conforme apresentado na Tabela 3) e por espalhamento multiplo em
amostras mais concentradas, o que reduz a qualidade do ajuste e pode deslocar o valor
estimado. Por esse motivo, o parametro foi utilizado como indicador complementar e nao
como evidéncia primaria de ligacao.

No ensaio 2, T foi mais homogéneo entre controle e funcionalizados (= 11,9-13,0 ps),
compativel com um conjunto experimental mais uniforme e com a hipdtese de que parte da
variabilidade de t esteja associada a estados transitérios de interagdo interparticulas
observaveis pela espectroscopia de absor¢ao UV-Vis (secao 4.2.1). Ainda assim, nesta etapa, {
permaneceu o parametro mais consistente para sustentar modificagdo interfacial, enquanto t

foi mantido como apoio interpretativo do comportamento hidrodinamico, dado o fato do
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MUA ser uma molécula pequena, cuja adicao as extremidades dos AuNRs promove variagdes
discretas no comprimento efetivo da particula, resultando em alteragdes de t proximas ao
limite de sensibilidade da técnica. Nesse contexto, a conjugagdao de biomoléculas maiores ¢
necessaria para promover At mais expressivas e detectaveis de forma robusta.

De modo geral, os dados de { sustentam de forma mais robusta uma modificacio
interfacial reprodutivel nas razdes 5:1-10:1 ({ ~+37-39 mV), enquanto os resultados obtidos
sob mudanga do meio (diluicdo em agua DI) foram tratados como ndo comparaveis
quantitativamente ao controle em 6 mM CTAB. Por fim, ressalta-se que { ¢ um indicador
eletrocinético indireto, pois apoia a discussdo sobre a altera¢do de interface e estabilidade,
mas nao permite a identificacdo quimica do ligante; consequentemente, a confirmacao direta
demandaria técnicas especificas (ex.: FTIR, XPS) (Clogston; Vermilya, 2020; Malvern
Instruments Limited, 2015), ndo empregadas nesta etapa por ndo integrarem 0s critérios

operacionais do protocolo adotado como referéncia.

4.4 Bioconjugacio AuNRs-Peptideos e Avaliacdo da Estabilidade Operacional

A bioconjugacdo do AuNRs aos peptideos foi realizada via quimica EDAC/NHS
(JUNQUEIRA, 2024), sendo o desempenho monitorado principalmente pela variagdo do
tempo de relaxacao rotacional (At), pardmetro sensivel a alteracdes no arrasto hidrodinamico
associado ao nanovetor (AuNRs-Pep). Como suporte interpretativo, também foram analisados
o perfil espectral por espectroscopia de absor¢ao UV-Vis e a razdo de aspecto (AR) estimada a
partir de A; gpg.

Nesta secdo, as comparacdes sdao realizadas prioritariamente entre pares controle
versus nanovetor obtidos no mesmo conjunto experimental € no mesmo meio dispersante,

uma vez que parametros espectrais e coloidais dependem do meio de dispersao.

4.4.1 Avaliacao da Eficiéncia de Bioconjugacdo (ensaio 1)

A Tabela 4 apresenta os resultados do primeiro ensaio de bioconjugacgdo 1 para as trés
razdes (1:1; 5:1; 10:1), comparando cada nanovetor ao seu respectivo controle, submetido as
mesmas etapas experimentais, diferindo apenas pela adicdo do peptideo. Considerando a
incerteza instrumental associada a determinagdo de comprimento de onda (+ 2 nm), variagdes

pequenas de A; gpr foram consideradas na interpretacao.



Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos e variagdo do tempo de relaxagio rotacional (At) apds a bioconjugacao
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(ensaio 1).
Amostra Apspr (NM) AR T (us) AT (ns) Concentra¢  Interpretac
a0 [AuNRs] 3o

Controle 648,0 2,24 12,19+ 0,71 - 252 pM Referéncia

10:1 do par 10:1

Nanovetor 648,0 2,24 12,52 £ 0,67 +0,33 233 pM At ndo

10:1 discriminant
e

Controle 5:1 643,5 2,20 9,92 +£0,36 - 165 pM Referéncia
do par 5:1

Nanovetor 643,5 2,20 11,83 +£ 0,54 +1,91 126 pM At

5:1 significativo

Controle 1:1 641,5 2,19 9,51 +0,53 - 221 pM Referéncia
do par 1:1

Nanovetor 627,5 2,08 10,24 + 0,29 +0,73 101 pM Interferéncia

1:1 espectral

A condi¢ao 5:1 apresentou o maior incremento em T (At = +1,91 us), indicando a

Fonte: O autor (2025).

alteracdo hidrodindmica mais pronunciada entre as condi¢des avaliadas (Figura 12). Esse

aumento de T é consistente com maior arrasto rotacional efetivo do nanovetor em relacao ao

controle, compativel com a incorporacdo do ligante bioldgico na interface apds a ativagao

EDAC/NHS (Junqueira, 2024). Além disso, a magnitude do incremento observado ocorreu

sem deslocamento detectdvel de A, gpr (Tabela 4), o que reforga a interpretagdo de modificagdo

interfacial acompanhada de preservagao do perfil optico global.
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Figura 12 - Monitoramento hidrodindmico da bioconjuga¢do do peptideo na condi¢do (5:1). Comparagdo do
Tempo de Relaxagdo Rotacional (1) entre o Controle (AuNR-MUA ativado) e o Nanovetor, evidenciando o
incremento significativo do volume hidrodinamico (At = 1,91 us) compativel a bioconjugacéo da biomolécula na
superficie. As barras de erro representam o desvio padrdo (n=10).

14

11 - 7

10 | -

Tempo de Relaragdo Rotacional - tau {Ls)

Controle Hanovetor

Fonte: O autor (2025).

Na condi¢do 10:1, o nanovetor apresentou t ligeiramente maior que o controle (At =
+0,33 us), porém com sobreposi¢dao dos desvios padrdo (Tabela 4), indicando que, neste
ensaio, a diferenca ndo se distinguiu de forma robusta. Do ponto de vista espectral, controle e
nanovetor 10:1 exibiram A; gpr idéntico € AR constante, compativel com auséncia de mudanga
detectdvel no espectro de absor¢ao UV-Vis apds a adicdo do peptideo. Dessa forma, o
conjunto de dados sugere que a condicdo 10:1, neste ensaio, apresentou baixa sensibilidade
operacional para detectar incremento hidrodindmico por 1, ndo sendo possivel concluir de
forma robusta sobre ganho de arrasto nesta razao especifica apenas com base em Art.

Por fim, o sensor 1:1 apresentou um deslocamento andmalo de A, para 627,5 nm
acompanhado de deformidade do espectro (Tabela 4), um comportamento incompativel com a
variagdo esperada devido a incerteza instrumental e indicativo de interferéncia durante a
leitura. Com isso, a hipotese levantada foi a da cristalizagdo do CTAB, o que pode impactar
simultaneamente o espectro de absor¢ao UV-Vis e a confiabilidade do ajuste de 1, tornando a
condi¢do operacionalmente pouco confidvel (Wei et al, 2021). A evidéncia experimental que

sustenta essa interpretagdo ¢ apresentada no Apéndice A, onde a amostra recupera o perfil
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espectral caracteristico apds o condicionamento em banho térmico. Observa-se também uma
reducdo aparente da concentragdo estimada nesta condi¢do, o que pode estar associado ao
mesmo artefato de cristalizagdo do CTAB durante o preparo experimental. Esse fendmeno
pode promover retencdo transitoria de material ou dispersdo ndo homogénea da suspensdao
durante a leitura, resultando em variacdes temporarias na concentracdo estimada sem

necessariamente indicar perda permanente de nanovetores.

4.4.2 Avaliacao da Reprodutibilidade da bioconjugacao (ensaio 2)

A Tabela 5 apresenta os resultados da reprodutibilidade da bioconjugacao (ensaio 2)
para as razoes 1:1; 5:1 e 10:1, comparando cada nanovetor ao respectivo controle submetido
as mesmas etapas experimentais, diferindo apenas pela adigdo do peptideo. Assim como
discutido no ensaio 1 (Tabela 4), variagdes pequenas de A gpr foram interpretadas

considerando a incerteza instrumental (+ 2 nm).

Tabela 5 - ParAmetros fisico-quimicos e variagdo do tempo de relaxac@o rotacional (At) apds a ensaio de
reprodutibilidade de bioconjugacdo (ensaio 2).

Amostra Arspr (nmM) Razao de T (us) At (ns) Concentra¢ca Interpretaca
Aspecto o [AuNRs] 0

Controle 10:1 645,0 2,22 14,08 £ 0,78 - 173 pM Referéncia do
sensor 10:1

Nanovetor 645,0 2,22 15,22 +1,86 +1,14 145 pM At indicativo

10:1

Controle 5:1 639,0 2,17 12,23 £ 0,47 - 183 pM Referéncia do
sensor 5:1

Nanovetor 637,0 2,15 12,29 + 0,39 +0,06 164 pM At nio

5:1 discriminante

Controle 1:1 639,0 2,17 11,77 £ 0,42 - 198 pM Referéncia do
sensor 1:1

Nanovetor 637,5 2,16 12,18 £ 0,62 +0,41 154 pM At nao

1:1 conclusivo

Fonte: O autor (2025).

No ensaio de bioconjugacdo 2, as diferencas de A g entre controle e nanovetor
permaneceram pequenas em todas as razdes (0 a 2 nm em modulo), portanto compativeis com
o limite instrumental de leitura. Do mesmo modo, os valores de AR variaram apenas

discretamente (Tabela 5). Dessa forma, assim como observado anteriormente, o espectro de
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absor¢do UV-Vis e o AR ndo separaram de forma robusta as condi¢des apds adicdo do
peptideo neste ensaio, e a interpretagdo se apoia principalmente na At como parametro
operacional (Gongalves, 2022).

A condi¢do 10:1 apresentou o maior incremento em 1 (At = +1,14 ps), constituindo o
sinal hidrodindmico mais pronunciado do ensaio 2. Entretanto, observa-se uma maior
dispersdo experimental em 1, de modo que o resultado deve ser descrito como indicativo de
alteracdo hidrodinamica, porém com variabilidade aumentada nesta repeti¢do. Ainda assim,
quando comparada as demais razdes, a condi¢ao 10:1 foi a que exibiu maior afastamento do
controle em termos de 1, sugerindo que, neste ensaio, essa razdo foi a mais propensa a
produzir um efeito mensuravel no comportamento rotacional ap6s a etapa de bioconjugagio.

Nas condigdes 5:1 e 1:1, os valores de T do nanovetor foram muito proximos aos de
seus respectivos controles (At =+0,06 us e +0,41 ps, respectivamente), com sobreposi¢ao dos
desvios padrao (Tabela 5). Portanto, para essas razdes, os dados indicam baixa separabilidade
por T no ensaio 2, ndo sendo possivel concluir de forma robusta sobre ganho hidrodinamico
apenas com base em At.

Um aspecto relevante para a discussao da reprodutibilidade ¢ que, novamente, a razao
10:1 apresentou valores absolutos de t e valores de AR e A, gpr Superiores aos das razdes 5:1 e
1:1 ja no controle (Tabela 5), sugerindo que essa condi¢do pode operar em um regime Optico e
hidrodinamico distinto mesmo antes da adicdo do peptideo. Uma hipdtese operacional
compativel com esse padrao ¢ que a maior densidade de ativagdo e modificacao na razao 10:1
favorece estados diferenciados de organizacdo e empacotamento de ligantes, bem como
alteracdes no microambiente proximo a superficie, influenciando o comportamento coloidal e
a leitura de t. Contudo, ¢ importante ressaltar que essa hipdtese de reorganizacao interfacial
nao foi confirmada quimicamente neste trabalho, uma vez que nao foram empregadas técnicas
especificas de caracterizacao de superficie (ex.: FTIR/XPS).

Além disso, quando presentes, interacdes interparticulas reversiveis do tipo
side-by-side, evidenciadas anteriormente na etapa de funcionalizacio com MUA (Se¢do
4.2.1), podem aumentar o ruido e variabilidade experimental na linha de base do espectro de
absor¢ao UV-Vis do controle, reduzindo a sensibilidade do ensaio para detectar incrementos
discretos em 1 (Busch et al, 2019). Assim, a diferenca de comportamento entre 0s ensaios
reforca que a leitura por At ¢ sensivel ndo apenas a adigdo do peptideo, mas também a
estabilidade operacional do sistema durante a etapa de ativagao.

Em conjunto, os experimentos de repeticdo indicam que a separabilidade por T pode

depender tanto da razdo avaliada quanto do estado coloidal do controle em cada ensaio.
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Enquanto o ensaio 1 apresentou maior resposta na condi¢do 5:1, n o ensaio 2 o sinal mais
pronunciado ocorreu em 10:1, porém acompanhado de maior dispersdo experimental. Dessa
forma, os resultados sugerem que as razoes testadas podem apresentar janelas operacionais
distintas quanto a estabilidade durante ativag¢do e bioconjugagdo, reforcando a necessidade de

controle rigoroso do processo para garantir reprodutibilidade do parametro hidrodinamico.

4.5 Analise Eletrostatica Final e Selecio do Nanovetor Otimizado

O potencial zeta ({) ¢ um parametro eletrocinético amplamente utilizado como
indicador indireto de estabilidade coloidal, por refletir o potencial elétrico na regido do plano
de deslizamento e, consequentemente, a intensidade de repulsdo eletrostatica entre particulas
em suspensdao. Como referéncia empirica, valores de |{| proximos ou acima de ~30 mV sdo
frequentemente associados a maior estabilidade coloidal, ainda que esse critério dependa do
meio e das condi¢des de medida (Németh et al, 2022).

Nesta se¢do, o { foi empregado com foco operacional, isto €, para verificar se o
nanovetor final permanece em uma faixa compativel com estabilidade e manipulagdo em
solucdo. Com isso, ressalta-se que { ndo constitui prova direta de bioconjugacdo, pois ndo
identifica quimicamente o ligante e ¢ fortemente dependente do meio. Além disso, a carga
liquida efetiva do peptideo limita inferéncias mecanisticas sobre a dire¢do e a magnitude
esperadas de variagdes de { apos a etapa de conjugacao. Dessa forma, o € interpretado, nesta
secdo, como um critério de estabilidade eletrostatica final, complementando os parametros

hidrodinamicos (At) e dpticos discutidos nas Secdes 4.2 e 4.3.

4.5.1 Impacto da Bioconjugagao na Estabilidade Eletrostatica

A Tabela 6 apresenta os valores de { obtidos para os nanovetores finais do ensaio 2 nas

trés razoes avaliadas (1:1; 5:1; 10:1). Todas as leituras tiveram sua classificagdo de

estabilidade realizada com base no limiar empirico de |{| = 30 mV (Németh et al, 2022).

Tabela 6 - Potencial zeta dos nanovetores finais (ensaio 2) e avaliacdo da estabilidade coloidal.

Amostra £ Médio (mV) Status de Estabilidade Interpretacgio
Nanovetor 1:1 +38,1+0,8 Estavel Acima do limiar
Nanovetor 5:1 +38,3+0,3 Estavel Maior consisténcia (DP

menor)
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Nanovetor 10:1 +29,1+1,5 Limitrofe Préximo ao limiar

Fonte: O autor (2025).

Os nanovetores 1:1 e 5:1 apresentaram { em faixa estavel e acima do limiar empirico.
Em particular, o nanovetor 5:1 manteve { proximo de +38 mV e apresentou perfil de
distribuicdo monomodal (Apéndice B), o que sustenta a confiabilidade nessa condigdo. Por
outro lado, o nanovetor 10:1 apresentou { = +29,1 mV, valor limitrofe em relagdo ao critério
empirico de estabilidade, sugerindo menor margem eletrostatica e maior sensibilidade a
variagdes do meio em etapas subsequentes. Esses resultados estio representados graficamente

na Figura 13

Figura 13 - Avaliacdo da estabilidade eletrostatica final dos nanovetores (ensaio 2). Valores de potencial zeta ({)
para as diferentes razdes; a linha tracejada indica o limiar empirico de estabilidade (= +30 mV). Observa-se que
10:1 situa-se em regido limitrofe, enquanto 5:1 permanece em faixa estavel e consistente.

40 |

—
W

25 -

28 -

Potencial Zeta (my)

15 - b

10 - =

Nanovetar 1:1 Nanovetor 51 Nanovetor 10:1

Fonte: O autor (2026).

Por fim, registra-se que os valores de { obtidos no ensaio 1 ndo foram utilizados como
base para a decisdao final devido a suspeita de artefato instrumental associado ao sistema de
medi¢do (integridade da cubeta), motivo pelo qual a discussdo de { foi ancorada no ensaio 2,

apos a substitui¢ao do componente.
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4.5.2 Selegao da Condigao Padrao do Nanovetor

A selecao da condigdo padrao foi realizada integrando-se os resultados de estabilidade
eletrostatica ({) com o desempenho hidrodinamico (At) e a consisténcia operacional
observada nas etapas anteriores.

1) Condicdo 1:1 - embora o { final esteja em faixa estavel, essa razdo foi
considerada menos adequada como protocolo padrio devido a fragilidade
operacional evidenciada na Secdo 4.3.1, na qual a condi¢do apresentou
interferéncia espectral e comportamento menos confiavel nas leituras.

2) Condigdo 10:1 — apresentou, em uma das repeticdes, incremento mais
pronunciado de t apds bioconjugacao (Secao 4.3.2); entretanto o ( final
situou-se em regime limitrofe (Tabela 6), indicando menor margem de
estabilidade eletrostatica e potencial maior susceptibilidade a instabilidade em
condi¢cdes subsequentes.

3) Condigao 5:1 — foi selecionada como compromisso ideal (trade-off), por reunir
estabilidade eletrostatica robusta, com { em faixa estavel e perfil monomodal
(Apéndice B), além de melhor desempenho operacional na etapa de
bioconjugacdo (maior At no ensaio 1; Secdo 4.3.1). Essa condicdo apresentou
maior margem operacional, favorecendo manipulacdo e reprodutibilidade do
nanovetor em solucao.

Portanto, o nanovetor funcionalizado na razao MUA 5:1 (AuNR-MUA-—Peptideo) foi
definido como condi¢do padrio inicial para prosseguir a etapa seguinte de validacdo
funcional, que consiste em ensaios celulares para avaliar o desempenho do nanovetor em
ambiente bioldgico. Caso a resposta funcional seja insuficiente, podera ser avaliado o ajuste
da razdo molar, iniciando-se em 5:1 e avancando, se necessario, até¢ 10:1 como limite superior

testado, considerando o carater limitrofe de { nessa condigdo.

4.4.3 Limitacdes e implicag¢des para a validagao do nanovetor

Apesar de { e At serem parametros uteis para avaliar a estabilidade e o desempenho
operacional do nanovetor, algumas limitagdes devem ser explicitadas para a interpretacao
adequada dos resultados. Primeiramente, o { ¢ dependente do meio e nao constitui prova
direta de bioconjugacao, pois nao identifica quimicamente o ligante na superficie. Além disso,

a carga liquida efetiva do peptideo ndo pode ser estabelecida, o que limita inferéncias
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mecanisticas sobre variagdes de  apos a conjugagdo. Dessa forma, a confirmagdo quimica
direta da funcionalizagdo exigiria técnicas especificas de caracterizagdo da superficie (como,
FTIR e/ou XPS).

Adicionalmente, o parametro hidrodindmico (At) € sensivel ao estado coloidal do
controle em cada ensaio, de modo que interagdes interparticulas reversiveis e variagdes no
nivel de referéncia do controle podem aumentar a dispersdo experimental e reduzir a
separabilidade entre controle e nanovetor. Assim, a selecao do protocolo foi realizada com
base em um critério integrado e operacional (estabilidade eletrostatica, confiabilidade do
parametro e viabilidade de manuseio), e a validacdo definitiva do desempenho do nanovetor
deve ser conduzida em ensaios celulares, que representam a etapa critica para confirmar sua
aplicabilidade em ambiente biologico.

Os resultados indicaram que a lavagem em etapas foi a estratégia mais adequada para
preservar a estabilidade coloidal dos AuNRs no meio contendo CTAB, refletida por
comportamento Optico consistente e maior margem eletrostatica. A funcionalizacdo com
MUA promoveu alteragdes interfaciais compativeis com ligagdo e intercalagdo do
estabilizante, e a etapa de bioconjugacdo evidenciou que a resposta hidrodindmica (Art) ¢
sensivel ao estado coloidal do controle e pode variar entre ensaios, devendo ser interpretada
como uma métrica operacional. Assim, no escopo desta etapa, a condi¢do 5:1 foi selecionada
como padrdo inicial para orientar as validagdes subsequentes, reconhecendo-se que a
realizagdo de caracterizagdes quimicas diretas da superficie constitui etapa essencial para

confirmagdo do protocolo experimental.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou a otimizag¢do de um protocolo reprodutivel para obtencao
de um nanovetor plasmonico a base de AuNRs bioconjugados com peptideos, com
estabilidade coloidal controlada e desempenho hidrodindmico mensurdvel. A estratégia
adotada integrou parametros Opticos, eletrocinéticos e rotacionais com critérios operacionais
de otimizagdo, permitindo a definicido de uma condicdo padrdao estdvel para validagdes
bioldgicas subsequentes.

A otimizagdo do protocolo de purificacdo foi determinante para o desempenho das
etapas subsequentes. A lavagem em etapas mostrou-se superior a lavagem direta ao preservar
o perfil optico do material de partida (A;gpr = 641,5-642 nm) e ao proporcionar maior
estabilidade eletrostatica ({ = +52 mV), associada a um regime hidrodindmico mais adequado
(t = 12-13 ps), com reprodutibilidade consistente entre os ensaios.

Na etapa de funcionalizacdo com MUA, os resultados indicaram que o procedimento
nao promoveu alteracao relevante do nucleo plasmodnico, evidenciadas por variagdes discretas
de Agpr € da AR. O sinal mais informativo foi a melhoria do comportamento coloidal,
observada pela redu¢do de interagdes interparticulas no espectro de absor¢ao UV-Vis (reducao
do shoulder) e pelo estabelecimento de um regime reprodutivel de modificagao interfacial nas
razoes 5:1-10:1, especialmente no ensaio 2, com { na faixa de ~+37-39 mV, mantendo carater
positivo em meio contendo CTAB.

A bioconjugacdo do peptideo via EDAC/NHS foi monitorada principalmente por meio
da variacao do tempo de relaxagdo rotacional At. No ensaio 1, a condi¢do 5:1 apresentou o
maior incremento hidrodindmico significativo (At =+1,91 us), compativel com o aumento de
arrasto rotacional apds conjugacdo, sem deslocamento detectavel de A, gpg. J& no ensaio 2, o
maior At foi observado na razdo 10:1 (At = +1,14 ps), porém com maior dispersao
experimental, sugerindo maior sensibilidade a variacdes operacionais nessa repetigao.
Adicionalmente, a condi¢ao 1:1 foi considerada menos adequada como protocolo padrdo, em
razdo da fragilidade operacional observada, associada a interferéncia espectral compativel
com cristalizacdo de CTAB, o que comprometeu a confiabilidade das leituras nessa razao.

Para a decisdo final, a sele¢do do nanovetor foi fundamentada na integracdo entre
estabilidade eletrostatica final ({), desempenho hidrodindmico (At) e consisténcia
operacional. No ensaio 2, o nanovetor 5:1 apresentou { = +38,3 £ 0,3 mV, dentro da faixa

considerada estavel, além de perfil monomodal, indicando comportamento coloidal
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consistente. Em contraste, a condi¢ao 10:1 apresentou { =+29,1 + 1,5 mV, valor limitrofe em
relagdo ao critério empirico de estabilidade (= |30 mV]|), sugerindo menor margem de
seguranca para manipulacdo em etapas subsequentes. Dessa forma, a condi¢do 5:1 foi
definida como o compromisso ideal (frade-off), por combinar estabilidade eletrostatica
robusta e desempenho favoravel na etapa de bioconjugagdo (maior At no ensaio 1), além de
maior previsibilidade operacional. Recomenda-se, portanto, sua ado¢do como condig¢do
padrao inicial para validacdes funcionais. Caso a resposta biologica seja insuficiente, o
escalonamento poderd ser considerado até a razdo 10:1, o carater limitrofe de { nessa
condigao.

Por fim, ressalta-se que os parametros eletrocinéticos e hidrodinamicos utilizados ({ e
At) constituem indicadores indiretos interfaciais. Nesse contexto, o { foi utilizado como
critério operacional de estabilidade coloidal, ¢ ndo como evidéncia quimica direta da
conjugacdo. Além disso, a auséncia de informagdes sobre a carga liquida efetiva do peptideo
nas condi¢des experimentais impds limitagdes as inferéncias mecanisticas, especialmente
quanto a direcdo esperada das variagdes de (, apos a bioconjugagdo. Assim, o protocolo
otimizado estabelecido neste trabalho representa um avango metodoldgico consistente para o
desenvolvimento de plataformas plasmodnicas aplicadas a nanobiotecnologia ao estruturar um
modelo decisorio baseado na integracdo de métricas fisico-quimicas complementares e na
analise critica da reprodutibilidade entre ensaios. Tal abordagem fortalece a base translacional
da tecnologia, contribuindo para solugdes alinhadas ao ODS 9: Industria, Inovagdo e
Infraestrutura ao fomentar o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados robustos, € ao
ODS e ao ODS 3: Satde e Bem-Estar, diante do potencial de aplicagdo futura em estratégias

diagnosticas e terap€uticas.

Perspectivas Futuras

a) Validagdo Biologica: realizagdo de ensaios in vitro em cultura celular para avaliar o
desempenho do nanovetor 5:1 em condi¢des biologicamente relevantes. Esses
estudos devem contemplar andlise de citotoxicidade, eficiéncia de internalizacdo e
avaliacdo da resposta funcional associado ao peptideo conjugado.

b) Confirmacao quimica direta de superficie: a aplicagao de técnicas de caracterizagdo
superficial, como FTIR e XPS ¢ recomendada para confirmar de forma direta a
formagdo de ligagdes quimicas esperadas. Essas andlises permitirdo consolidar o

protocolo sob uma perspectiva estrutural e mecanistica.
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c) Estudos de estabilidade e aplicabilidade: investigacdes adicionais devem
contemplar a estabilidade coloidal do nanovetor em meios com relevancia
fisiologica, considerando variagdes de forga idnica, pH e presenca de biomoléculas
(proteinas séricas). Adicionalmente, estudos da cinética de intera¢do e/ou liberagao
do peptideo podem contribuir para compreender o comportamento do nanovetor em
condigdes que simulem o ambiente bioldgico real, ampliando seu potencial de

aplicagdo.
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APENDICES

APENDICE A: INVESTIGACAO DE ARTEFATOS TERMICOS NA CONDICAO 1:1

Figura Al - Estudo de estabilidade temporal da condigdo 1:1 frente a variacdes térmicas. Comparagdo entre o
espectro de extingdo obtido sob refrigeragdo a 4°C (linha tracejada vermelha), evidenciando o artefato de leitura
causado pela cristalizagdo do surfactante (queda de intensidade ¢ deslocamento andmalo para 627 nm), e o
espectro da mesma amostra apos equilibrio térmico em temperatura ambiente (linha sélida preta), demonstrando
a recuperacdo da banda LSPR caracteristica em 641 nm e a integridade dos nanobastdes.
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Fonte: O autor (2025).

APENDICE B: PERFIL DE DISTRIBUICAO DE POTENCIAL ZETA DO NANOVETOR
OTIMIZADO
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Figura B1 - Relatorio de analise de potencial zeta obtido para o nanovetor funcionalizado na razdo 5:1
(AuNR-MUA-Peptideo, ensaio 2). O grafico a esquerda exibe um perfil de distribuigdo monomodal estreito, com
pico médio em +38,3 mV, confirmando a estabilidade da condi¢do selecionada e a auséncia de agregados
secundarios. A tabela inferior detalha a consisténcia entre as triplicatas técnicas realizadas.
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5512 medida 1 250°C 385 mV 450mv 0,905 mS/cm  2,9975 um*cm/Vs 100 2000V =
e 55-12medida 2 250°C 379my B5my 0930mS/cm 29573 pmrcmiVs 100 2000V =
— 55-12 medida 3 250°C 385mV 06mv 0,045 mS/cm 30015 pm*cm/Vs 100 2000V =
Valor médio 383 mv fn4my 0,027 mS/em  2,9854 um*em/Vs
Desvie padrio 03mV 33mv 0,020 mS/cm 0,024 um*emiVs
Desvie padrio relative 082% 809% 219% 082%

Fonte: O autor (2025).
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