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RESUMO

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém sido estudadas para aplicacbes na area de
saude devido a sua biocompatibilidade, natureza inerte, propriedades Opticas e
eletrdnicas Unicas e facilidade de modificacdo de sua superficie. AUNPs de formas e
tamanhos muito precisos tém sido usadas para diferentes aplicagcdes biomédicas,
dado que as propriedades fisico-quimicas dessas particulas diferem
significativamente entre si de acordo com a sua morfologia. A sintese de AUNPs com
diferentes tamanhos e morfologias requer um ajuste complexo de processo. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo a obtencdo de AuNPs com diferentes
tamanhos e morfologias para funcionalizacdo com proteinas de interesse médico,
visando a formulacdo de uma vacina de subunidade. Neste trabalho, foi demonstrado
que a sintese controlada e reprodutivel de AuNPs de diferentes morfologias e
tamanhos, com alta conversao do sal de ouro, foi possivel por via microfluidica através
do ajuste preciso dos parametros de processo. Mantendo-se no dispositivo
microfluidico a razdo molar NaCt:Ouro de 3:1, com tempo de residéncia de 90 s, foi
possivel controlar o tamanho e geometria das AuNPs sintetizadas variando-se apenas
a temperatura da reacdo e a natureza do agente redutor. As nanoparticulas obtidas
mostram-se estaveis (modulo do potencial zeta =20 mV) por ao menos 42 dias
quando armazenadas a 8°C. Quando conjugadas com proteinas, as AuNPs
desenvolvidas apresentam diferentes padrbes de adsor¢cdo que variam conforme
caracteristicas das proteinas adsorvidas e das préprias AuNPs. Complexos de AuNPs
com diferentes tamanhos e morfologias foram estudados in vitro e in vivo para
formulacdo de vacina contra o virus SARS-CoV-2 e foi demonstrado que as
caracteristicas fisicas das AuNPs contribuem significativamente nos resultados de
guantidade e qualidade dos anticorpos anti-RBD induzidos. O alto potencial
neutralizante de anticorpos especificos anti-RBD (neutralizacdo total em diluices de
até 1/1.280) induzidos por complexos AUNPs+RBD otimizados, bem como sua baixa
citotoxicidade, demonstram que as AuNPs de tamanho e geometria especificos séo,
de fato, uma plataforma promissora para a entrega de antigenos, podendo expandir a

aplicabilidade das vacinas de subunidades e a utilizacdo de AuNPs na medicina.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, microfluidica, vacina de subunidade, entrega
de antigeno, SARS-CoV-2.



ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNPs) have been studied for health-related applications due to
their biocompatibility, inert nature, unique optical and electronic properties, and ease
surface modification. AUNPs of precise shapes and sizes have been used for different
biomedical applications, given that the physicochemical properties of these particles
significantly differ from one another according to their morphology. The synthesis of
AuNPs with different sizes and morphologies requires a complex process adjustment.
In this context, the goal of this work was to obtain AUNPs with a variety of sizes and
morphologies for functionalization with proteins of medical interest and use them to
formulate a sub-unit vaccine. In this work, it has been demonstrated that the controlled
and reproducible synthesis of AuNPs with different morphologies and sizes, with high
conversion of the gold salt, it was possible using microfluidics by precisely adjusting
the process parameters. By maintaining the molar ratio NaCt:Gold at 3:1 in the
microfluidic device, with a residence time of 90 s, it was possible to control the size
and geometry of the synthesized AuNPs, varying only the reaction temperature and
the nature of the reducing agent. The obtained nanopatrticles exhibited good stability
(zeta potential modulus = 20 mV), remaining stable for at least 42 days when stored at
8 °C. When conjugated with proteins, the developed AuNPs show different adsorption
patterns that vary according to the characteristics of the adsorbed proteins and the
AuNPs themselves. Complexes of AuNPs with different sizes and morphologies were
studied in vitro and in vivo for the formulation of a vaccine against the SARS-CoV-2
virus and demonstrated that the physical characteristics of the AuNPs significantly
contribute to the quantity and quality of induced anti-RBD antibodies. The high
neutralizing potential of specific anti-RBD antibodies (total neutralization at dilutions of
up to 1/1,280) induced by optimized AuNPs+RBD complexes, as well as their low
cytotoxicity, demonstrate that microfluidic-process-controlled AuNPs of finely-tuned
size and geometry are indeed a promising platform for antigen delivery. This could

expand the applicability of subunit vaccines and the use of AUNPs in medicine.

Keywords: gold nanoparticles, microfluidics, sub-unit vaccine, antigen delivery, SARS-
CoV-2.
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INTRODUCAO

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam propriedades fisico-quimicas
diferenciadas em relagdo ao mesmo material em maior escala. A possibilidade de
controle de tamanho e forma das particulas faz com que as AuNPs tenham potencial
de aplicacdo em diversas areas do conhecimento, tais como catalise, tecnologia da
informacé&o, energia, biomedicina, plasmoénica, fotdnica, entre outras. Devido a sua
biocompatibilidade, natureza inerte, propriedades Opticas e eletrbnicas Unicas e
facilidade de funcionalizacdo de sua superficie com biomoléculas, AuNPs de
diferentes formas e tamanhos tém sido amplamente estudadas para aplicacdes
biomédicas em diagndsticos e entrega de farmacos e outras biomoléculas de
interesse médico, dado que as propriedades fisico-quimicas dessas particulas diferem
significativamente entre si de acordo com a sua morfologia. Estudos com AuNPs de
formas complexas, como nanogaiolas e nanoestrelas, por exemplo, se mostraram
interessantes para aplicacdo em entrega de farmacos e tratamento de cancer,

respectivamente.

A sintese de AuNPs com diferentes tamanhos e morfologias requer um ajuste
complexo de processo. Na sintese em bulk com o uso de reatores em tradicionais,
fatores termodinamicos e cinéticos da reacdo sao de dificil controle, resultando em
limitagdo do rendimento e baixa reprodutibilidade. Sistemas microfluidicos de fluxo
continuo, por outro lado, apresentam controle preciso, rapida transferéncia de calor e
massa, grandes superficies de reacdo em relacdo ao volume de fluidos e facilidade
de escalonamento, podendo, portanto, trazer uma solucédo para a producéo controlada
e reprodutivel de AuNPs, tendo em vista uma ampla gama de aplicacdes, inclusive na

area farmacéutica.

Este trabalho buscou desenvolver um processo microfluidico de sintese de
AuNPs com diferentes tamanhos e morfologias, de forma controlada e reprodutivel,
para utilizacdo em formulacao de vacina de subunidade. As AuNPs produzidas foram
funcionalizadas com proteinas recombinantes e a influéncia das diferentes
caracteristicas das particulas produzidas foi avaliada na aplicagcdo em vacina de
subunidade. As AuNPs foram sintetizadas por processo microfluidico e caracterizadas
quanto aos principais fatores que podem influenciar na formagdo dos complexos

AuNPs+proteina e na aplicacdo farmacéutica: tamanho, morfologia, carga superficial



21

e estabilidade. Os complexos AuNP+proteina também foram caracterizados e, entao,
avaliados quanto a citotoxicidade utilizando-se células de mamifero e quanto a
funcionalidade bioldgica, através de estudos in vivo realizados em colaboragdo com o

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

Parte dos resultados apresentados nessa tese foram publicados nos periodicos

Microfluidics and Nanofluidics [1] e Applied Nanomaterials [2].
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Vetores de Entrega de Biomoléculas

Nos ultimos anos, diversos estudos vém demonstrando a eficacia de materiais
nanometricos para direcionamento de farmacos [3] e biomoléculas [4], diagndstico [5]
e terapias [6]. Uma das abordagens de maior sucesso se trata da aplicacdo de
nanoparticulas dispersas carregadas com um ingrediente ativo [7]. Idealmente, esses
complexos carreadores devem ser pequenos o suficiente para passar pelo sistema
capilar do paciente e consistir em materiais ndo téxicos e biodegradaveis, que

combinem propriedades adequadas de liberacdo e direcionamento [7].

A escolha de um vetor seguro, estavel e eficiente para proteger, apresentar e
transportar a biomolécula de interesse no organismo ainda representa um grande
desafio [8]. De forma geral, esses vetores sao classificados como vetores virais e ndo-
virais e a escolha daquele a ser utilizado baseia-se, principalmente, na aplicacdo de
interesse, na natureza da biomolécula transportada e na reacdo esperada do
organismo frente a apresentacdo dessa biomolécula. Vetores virais continuam a ser
0s mais eficientes para entrega intracelular, pois suas caracteristicas naturais
permitem o0 reconhecimento celular mediado por receptores especificos,
internalizacdo, escape de vesiculas endossomais, transporte ao longo de
microtUbulos e translocacdo nuclear. Nas terapias antitumorais, por exemplo, séo
utilizados geralmente virus geneticamente modificados com capacidade de transferir
material genético para células cancerigenas a fim de restaurar a expressao de genes
supressores de tumores, reduzir a expressdo de oncogenes ativos e/ou expressar
genes suicidas. Aléem disso, um efeito adicional destes virus € a capacidade de gerar
uma resposta imunolégica no organismo que leva a morte das células tumorais,
infectadas ou ndo [9]. O primeiro virus oncolitico a receber a aprovagédo da FDA (Food
and Drug Administration) foi um tratamento para melanoma conhecido como
Talimogene laherparepvec (Imlygic®). Apesar no enorme potencial, vetores virais sao
complexos e custosos de se produzir, além de estarem associados a respostas
imunoldgicas e inflamatérias algumas vezes graves [10-12]. Considerados mais
seguros, 0s vetores ndo-virais sdo menos eficientes no transporte intracelular quando
comparados aos vetores virais, devido a elevada degradacao das biomoléculas por

enzimas extra e intracelulares, dificuldade de direcionamento para o tecido ou células
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alvo, baixa internalizacdo e locomoc¢éao da molécula de interesse no congestionado
ambiente intracelular, além da dificuldade de superar a barreira representada pela

membrana nuclear [13].

1.2 Vacinas de Subunidade e Virus Artificiais

Uma vacina pode ser definida como uma preparagdo biolégica que contribui
para a imunidade ativa contra uma doenca especifica. A vacinacdo envolve a
exposicao de um antigeno, derivado de um agente causador de doenca, ao sistema
imunologico, com o objetivo de desenvolver imunidade ativa contra o antigeno
exposto. As propriedades ideais de uma vacina incluem imunidade duradoura,
auséncia de autoimunidade ou hipersensibilidade, estabilidade e seguranga [14].

A estratégia de utilizacdo de vacinas de subunidade, nas quais 0s Unicos
componentes bioldégicos administrados sdo aqueles necessarios para produzir uma
resposta imune apropriada (por exemplo, proteina/peptideo do capsideo viral), € uma
estratégia para melhorar significativamente a seguranca das formulacdes [15],
permitindo o desenvolvimento de vacinas cujas abordagens tradicionais falharam (por
exemplo, vacinas contra o HIV) [16]. As vacinas de subunidades podem direcionar
respostas imunoldgicas para epitopos especificos e permitir a incorporacédo de
componentes sintéticos, incluindo um ou mais antigenos e adjuvantes [17]. Outros
componentes podem também ser adicionados para melhorar as caracteristicas da
vacina (por exemplo, estabilidade, poténcia, eficacia de protecdo e o numero de doses
necessarias), incluindo sistemas de entrega (por exemplo, emulsées, lipossomas e
polimeros) e unidades carreadoras capazes de direcionar o antigeno para células
especificas do sistema imunoldgico (tais como células dendriticas). [18]

Estruturas compostas por biomoléculas (por exemplo, uma subunidade
proteica com fungcdo antigénica) expostas na superficie de uma particula que atua
como um sistema de entrega podem ser utilizadas para simular a apresentacao de
uma unidade viral verdadeira, sendo chamadas de “virus artificiais” (ou Virus-Like
Particles - VLP). Uma vez que vetores virais sdo considerados pouco seguros e
vetores ndo-virais pouco eficientes, foi criado o conceito de VLP, que seria um sistema
capaz de unir a seguranca de vetores ndo-virais a eficiéncia de vetores virais, 0 que
pode ser obtido adicionando-se (i) ligantes de diferentes naturezas que estimulam o
direcionamento celular e facilitam a entrada na célula, (ii) peptideos fusogénicos que
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evitam a degradacdo endossomal, (iii) sinais de localizacdo nuclear que tornam a
entrada no nucleo mais eficiente, sempre associados em diferentes combinacdes com

a biomolécula de interesse em busca de mimetizar os virus verdadeiros [19,20].

Uma vez que o VLP pode ser formado pela complexacdo entre uma
nanoparticula de diversas naturezas e biomoléculas antigénicas, é importante que
estas moléculas sejam incorporadas sem inibir ou dificultar a funcdo do vetor em si
[21]. As proteinas podem ser consideradas as moléculas mais convenientes para
mimetizar os virus, uma vez que sao de fato responsaveis pelas fun¢des bioldgicas,

conferem especificidade as interacdes moleculares e sdo, ainda, biocompativeis [6].

A aplicacdo de nanoparticulas proteicas para a entrega de antigenos e
farmacos apresenta a possibilidade de utilizar um sistema ideal, que alia
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade [12]. Apesar do grande
potencial, o emprego terapéutico de nanoparticulas proteicas ainda apresenta
desafios importantes a serem superados. Dois importantes desafios, ainda pouco
explorados, sdo a capacidade de direcionamento para células alvo e a estabilidade
das nanoparticulas unicamente proteicas em fluidos biol6gicos [21,22].

Para solucionar as limitacdes de estabilidade e direcionamento de proteinas as
células alvo em formulacdes de vacina, estudos tém focado no desenvolvimento de
carreadores [23-26]. As propriedades fisico-quimicas dos carreadores que compde
os sistemas de entrega podem ser otimizadas para alcancar melhorias na
apresentacao do antigeno, no escape endossomal, na biodistribuicdo de particulas e
no trafego celular. Lipossomas, VPLs, micro e nanoparticulas poliméricas e
inorganicas vém sendo estudados. Alguns destes veiculos particulados também
apresentam propriedades adjuvantes [14].

Para facilitar a entrega direcionada e a apresentacao de biomoléculas a células
especificas, nanoparticulas metalicas conjugadas estdo sendo amplamente
estudadas em diversas aplicacdes biomédicas. Especificamente, as nanoparticulas
de ouro se mostram uma escolha preferencial devido a sua facilidade de sintese e
funcionalizacéo e baixa toxicidade [27]. A conjugacdo de biomoléculas a superficies
de nanoparticulas metalicas facilita a entrega direcionada dessas moléculas a varios
tipos de células, possibilitando o uso dessa estratégia em entrega de genes [4],

entrega de farmacos [28], desenvolvimento de vacinas [29] e outras aplicacbes
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terapéuticas e de diagndstico [27]. Os vetores artificiais formados por nanoparticulas
de ouro (AuNPs) funcionalizadas com biomoléculas apresentam inUmeras vantagens
em relacdo as mesmas moléculas ndo conjugadas, como aumento da estabilidade,
diminuicao do clearance renal (aumento de meia-vida) e melhor exposi¢cao ao sistema

imunologico [27].

O desenvolvimento de uma ampla variedade de nanoparticulas com
modificacdes especificas tem um impacto consideravel na eficacia das vacinas.
Compreender a dindmica destes carreadores, com base nas suas propriedades fisico-
qguimicas, possibilita alcancar um melhor controle quanto a toxicidade, estabilidade do
antigeno e imunogenicidade. [14] Apesar de avancos terem sido feitos, uma melhor
compreensao dos efeitos que as diferentes moléculas e dominios utilizados exercem
sobre o mecanismo de formacdo e estabilidade das nanoparticulas precisa ser
adquirida. De forma geral, essa compreensdo tem sido comprometida pela falta de

estudos sistematicos e comparativos [21,30].

1.3 Microfluidica e a formacao de nanoparticulas

A microfluidica é um campo multidisciplinar em que pequenas quantidades de
fluidos séo processadas. Ela utiliza caracteristicas hidrodindmicas para controlar a
organizacdo de diferentes moléculas dentro de microcanais [31]. Os sistemas
microfluidicos operam em regime de escoamento laminar e possuem uma razao
area/volume muitas vezes maior que outros sistemas, o que lhes conferem
propriedades Unicas de transporte de massa. Os sistemas microfluidicos apresentam
uma série de caracteristicas diferenciadas em relacéo a seus anélogos de sistemas
convencionais, as quais destacam-se: rea¢cdes mais rapidas, tamanho minimo de
dispositivos, menor consumo de amostra e reagente, controle preciso de fenébmenos
de transferéncia de massa e energia, baixo consumo e dissipacéo de energia e maior
reprodutibilidade [32].

Estudos comparando a producdo de nanoparticulas em reatores tradicionais e
em dispositivos microfluidicos mostram que a via microfluidica resulta em menor
variacao entre lotes [33,34]. A diferenca na reprodutibilidade entre os métodos pode
ser atribuida ao controle preciso da mistura e a rapida transferéncia de massa no

processo de nucleacdo e crescimento das particulas em um micromisturador [34].
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Para a obtencdo de uma cinética homogénea, 0s processos de nucleacdo e
crescimento das particulas deve ser preferencialmente iniciado em uma solucao
homogénea, o que significa que o tempo de mistura dos reagentes deve ser menor
que o tempo de inicio da nucleacgéo [33]. Na pratica, porém, as sinteses em reatores
tradicionais geralmente ndo conseguem criar uma condicdo homogénea na ordem de
milissegundos [35]. Dessa forma, o nivel de supersaturacao local dos reagentes pode
ser amplamente alterado, resultando, consequentemente, em uma maior variagao
entre lotes [36]. A via microfluidica, no entanto, tende a aumentar drasticamente a
relacdo area-volume, o que resulta em uma transferéncia de massa e calor mais
eficiente dentro do sistema [37,38]. Dispositivos microfluidicos podem atingir tempos
de mistura na ordem de milissegundos, possibilitando que o tempo de mistura seja
menor que o tempo de inicio da nucleagao, permitindo que a reacdo seja iniciada em
ambiente homogéneo [33]. Além disso, devido a operacdo automatizada em fluxo
continuo, os protocolos microfluidicos tendem a estar menos sujeitos a erros

aleatdrios durante a sintese, contribuindo para resultados mais reprodutiveis [34].

Os dispositivos microfluidicos apresentam grande versatilidade. Podem ser
acoplados a sensores [39], controladores [40], outros misturadores em série para
execucao de diferentes etapas unitarias em um mesmo dispositivo [41], detectores
para acompanhamento on line do processo [42] ou serem utilizados em etapas
upstream [43] ou downstream [44], dando suporte para processos tradicionais em
batelada. Por meio de dispositivos microfluidicos, é possivel que se supere obstaculos
existentes nos processos convencionais, muitas vezes dispensando etapas adicionais
para reducdo e homogeneizacdo de particulas [45]. Principalmente devido ao seu
tamanho reduzido, os dispositivos podem, inclusive, ser utilizados de acordo com as
recentes perspectivas de medicina personalizada (que atende -caracteristicas
individuais dos pacientes), como terapia génica e imunoterapias [31]. A Figura 1 ilustra
o exemplo de um dispositivo microfluidico genérico contendo duas entradas de
reagentes, uma sec¢cao de aquecimento e uma secdo de mistura (micromisturador) e

reacao .
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Secao de mistura
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N\ A

10 mm

Figura 1 — Exemplo de um dispositivo microfluidico composto por duas entradas de reagentes,
uma secao de aquecimento, uma secdo de mistura e reacao e uma saida de produto. Figura
adaptada de [32].

Os micromisturadores sdo um dos componentes mais importantes de um
dispositivo microfluidico, pois tém um impacto consideravel na sua eficiéncia e
sensibilidade. Ao contrario dos dispositivos fluidicos em macro-escala, onde a mistura
de fluidos muitas vezes depende de efeitos de convecc¢ao, a mistura em microescala
é frequentemente alcancada nos microcanais com turbuléncias externas e/ou
microestruturas dimensionadas especificamente para obtencdo de maior relacao de
area de superficie para volume, aumentando assim a eficiéncia de transferéncia de
calor e massa. Em sistemas microfluidicos, as taxas de fluxo dos fluidos sé&o
geralmente muito baixas e o regime de escoamento nos microcanais é basicamente
laminar com o nimero de Reynolds <1, indicando que o fluido flui em camadas
paralelas sem ruptura entre as camadas, onde a mistura dos fluidos depende
principalmente da difusédo, apresentando eficiéncia de mistura muito baixa. Portanto,
€ crucial desenvolver micromisturadores eficientes, projetando a estrutura 3D dos
microcanais para melhorar a difusdo molecular e a advecc¢ao caodtica para uma mistura
eficiente [46].

Em relagéo a processos de formacao de complexos carreadores ndo-virais, as

técnicas recentes que usam dispositivos microfluidicos dividem-se basicamente em
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duas: (i) focalizacdo hidrodinamica: baseia-se na mistura de correntes aquosas em
fluxo continuo, em que a corrente central com a biomolécula de interesse é
hidrodinamicamente focalizada por duas correntes laterais, contendo o carreador
catibnico, [45,47-49]; (i) microfluidica de gotas: baseia-se na formacdo de
incubadores na ordem de tamanho de picolitros, no qual as biomoléculas e o carreador
cationico sao confinados em gotas formadas por emulsdo agua em 6leo obtidas nos
microcanais, com uma etapa adicional de pds-processamento para a separacao do
solvente organico [50,51]. Um exemplo da utilizacao da primeira técnica foi a obtencao
de complexos entre o polimero polietilenoimina (PEI) e pDNA de tamanho reduzido e
uniforme, com emprego da técnica de focalizacao hidrodinamica, em estudo realizado
por Kim e colaboradores [42]. Os complexos obtidos por processo microfluidico
apresentaram maior viabilidade celular e uma melhora significativa da expressao

génica que os obtidos em reator tradicional.

Dispositivos microfluidicos para a formacao de nanoparticulas [52-55] e seus
complexos com DNA e proteinas [56—58] se mostram promissores na superacao de
obstaculos encontrados em processos convencionais, tais como baixa
reprodutibilidade, alto consumo de reagentes e dificuldade no controle de
transferéncia de massa e calor. Além disso, o desenvolvimento de novas particulas
carreadoras de tamanho e morfologia precisos continua sendo uma importante
estratégia para viabilizar e padronizar processos de obtencdo de produtos

veiculadores de material bioldgico para aplicacdes médicas.

1.4 Nanoparticulas de ouro

1.4.1 Caracteristicas e aplicacfes biomédicas

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo definidas como solugBes coloidais
estaveis de aglomerados de atomos de ouro, com dimensdes entre 1 e 100 nm [59].
Na escala nanométrica, 0 ouro apresenta caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas, como a mudanca de cor de amarelo para vermelho. A cor vermelha das
AuNPs esféricas pode ser explicada pela teoria conhecida como Ressonancia de
Plasmon de Superficie Localizado (RPSL). Segundo essa teoria, quando aglomerados
de atomos de ouro encontram o campo eletromagnético da luz incidente, os seis

elétrons de superficie livre presentes na banda de conducdo das NPs oscilam
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coletivamente, resultando na absorcdo da luz na regido azul-verde do espectro
(~450 nm) e refletindo luz vermelha (~700 nm) [5].

Devido a caracteristicas favoraveis, como natureza inerte, facilidade de
modificacdo de superficie e baixa citotoxicidade [5,59], varios tipos de AuNPs tém
sido usados em aplicacbes biomédicas: esferas, bastdes, estrelas, bi-piramides,
gaiolas, entre outros. As nanoesferas de ouro possuem diversas caracteristicas
favoraveis: sdo de facil sintese, formam coloides estaveis, suas superficies séo faceis
de funcionalizar sem a necessidade de reagentes adicionais e apresentam protocolos
de sintese bem estabelecidos [5]. Os nanobastdes, por sua vez, possuem algumas
desvantagens em relacdo as esferas: sao dificeis de sintetizar em massa, costumam
gerar suspensdes coloidais pouco estaveis e frequentemente requerem
funcionalizacdo da superficie antes da conjugacdo com biomoléculas [5], porém
apresentam caracteristicas diferenciadas. Os nanobastfes de ouro possuem dois
modos de ressonancia de plasmon de superficie: uma banda de plasmon de superficie
longitudinal (dependente do comprimento do bastdo) em comprimento de onda de 700
a 1300 nm, e uma banda de plasmon de superficie transversal (dependente da largura
do bastdo) de 520 nm. Foram demonstradas aplicacbes de nanobastdes de ouro na
composicdo de membranas de separacdo quimica [60], sensores bioldgicos [61] e
aplicacbes relacionadas as suas propriedades térmicas especificas [62]. Outras
morfologias mais complexas, como as nanoparticulas ocas, tém atraido interesse
especialmente em entrega de farmacos e aplicacbes em terandstico, onde as
moléculas podem ser carregadas e entregues ao alvo eficientemente devido a
estrutura oca das NPs [5]. Exemplos de diferentes formatos de nanoparticulas de ouro
podem ser vistos na Figura 2 [5].
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' (b) | v

100 nm

Figura 2 — Varios tipos de AuNPs: a) esféricas; b) bastbes; c) estrelas; d) bi-piramides; e)
gaiolas [5].

AuNPs de morfologias bastante especificas vém sendo aplicadas também em
outras areas da medicina que nao envolvem a entrega de biomoléculas [28].
Nanoestrelas de ouro, por sua vez, tém sido estudadas para uso em tratamento de
cancer. Os elétrons nas superficies das estruturas das pontas sdo capazes de
capturar a luz e liberar calor em temperaturas maiores em comparacdo as
nanoesferas de ouro, além de absorverem luz de baixa energia, que é mais segura

para células saudaveis atingidas pela radiacao [5].

A conjugacao de nanoparticulas de metais nobres com biomoléculas tem sido
usada para criacdo de novos complexos com caracteristicas Unicas para
direcionamento e apresentacdo dessas moléculas especificas. A bioconjugacéo de
AuNPs normalmente ocorre por meio de quatro abordagens principais: adsorgéo

eletrostatica, conjugacéao do ligante na superficie da NP, conjugacdo a uma pequena
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molécula de cofator ao qual uma proteina se liga, e a conjugacéao direta a superficie

da AuNP [5,63]. Tais abordagens estao ilustradas na Figura 3.

Figura 3 - Principais abordagens para bioconjugacéo de AuNPs. a) adsorcao eletrostatica de
uma proteina; b) ligacdo covalente ao ligante da AuNP; c) conjugacdo de um cofator de
proteina & AuUNP; d) a conjugacéo direta de uma aminoacido a superficie da AuNP [5].

A adsorcdo de biomoléculas diretamente a superficie de materiais nao-
particulados frequentemente resulta na sua desnhaturacdo e perda de atividade
biolégica. As AuNPs, porém, vém se mostrando boas opcdes de plataformas de
imobilizacao [5]. Quando biomoléculas sdo adsorvidas na superficie das AuNPs, elas
geralmente mantém a atividade biolégica e estabilidade devido a alta
biocompatibilidade e a alta energia livre de superficie das AUNPs [64]. Comparado a
superficies lisas de ouro, as AuNPs possuem area superficial muito maior, facilitando

a ligacdo de uma grande quantidade de proteina [5].

Embora estaveis, as AuNPs podem ser funcionalizadas com proteinas, seja
através de interacdes eletrostéaticas ou atraves de ligacbes covalentes, como a ligagédo
via grupo tiol de residuos de cisteina expostos na superficie das proteinas [65]. O
tamanho e a forma das AuNPs, no entanto, tém um impacto importante na

biodistribuicdo in vivo, citotoxicidade, depuracdo renal, captacdo celular,
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apresentacao de antigeno e imunogenicidade [66,67]. No contexto da formulacéo de
vacinas, todas essas variaveis estao interligadas. Além disso, embora varios estudos
tenham abordaram alguns desses fatores, nenhum estudo sistematico foi encontrado
na literatura sobre o melhor tamanho e morfologia das AuNPs para cada tipo de uso
[66].

1.4.2 Sintese de AuNPs

Diversos métodos para sintese de NPs séo relatados na literatura. Em termos
gerais, esses métodos podem ser classificados em métodos baseados em fase
gasosa e em fase liqguida. Em métodos baseados em fase gasosa, o material em bulk
€ evaporado utilizando fontes de alta energia, como aquecimento resistivo e lasers,
para obtencdo de uma fase gasosa supersaturada, que, sob condi¢cdes controladas,
produz nucleos que crescem e se tornam nanoparticulas [68]. J& nos métodos de fase
liquida, também conhecidos como métodos Umidos, 0S precursores reagem para
formar uma solucdo supersaturada, que da origem a particulas que variam de 1 a

100 nm em tamanho, com estabilidade variando de algumas horas a anos.

Os métodos mais empregados sdo os de sintese Umida, devido a dois
principais motivos: sdo energeticamente mais eficientes e geralmente utilizam
equipamentos comuns disponiveis em um laboratério [68]. Uma estratégia de sintese
Umida é a mistura de dois reagentes, geralmente ambos em forma de micelas
reversas, formando NPs por precipitacdo. O tamanho das particulas é controlado
pelas taxas de nucleacdo e crescimento, e a estabilidade é fornecida pela adsorcao
do surfactante [68]. Em outra estratégia, a precipitacdo é realizada em massa na

presenca de estabilizantes que se adsorvem nas NPs e evitam sua aglomeracao [68].

Existem diversas rotas de sintese de AuNPs relatadas na literatura, que
resultam em particulas com diferentes caracteristicas. O método mais conhecido,
proposto por Turkevich em 1951 [69], consiste na redug¢do de um sal de ouro por
citrato a 100°C. Nesse método, a reducdo de uma solucdo de acido cloroaurico &
iniciada por citrato de sédio pela fervura do liquido sob agitacéo constante. Quando a
solucéo de sal entra em ebulicdo, uma solugéo de citrato pré-aquecida € adicionada.
Depois de um periodo definido (normalmente em torno de 15 minutos), o liquido
contendo as AuNPs formadas pela reducéo do sal de ouro (Au*3) a ouro metalico (Au®)

é resfriado em temperatura ambiente [70].
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Atualmente, uma variacdo do método de Turkevich, conhecida como método
do citrato, € um dos métodos mais comuns de sintese de AuNPs esféricas
monodispersas [71]. Em contraste com o procedimento original, esse método pode
também ser iniciado por uma simples exposicao a luz UV de uma mistura de citrato e
sal de ouro a temperatura ambiente. A precipitacao direta através do método do citrato
€ amplamente utilizada por produzir particulas descobertas, porém estaveis, devido
ao fato dos anions de citrato serem tanto bons agentes redutores quanto estabilizantes
eficientes [68,71]. O uso de acido ascorbico e ascorbato de sodio é uma variacéo
desse método, sendo uma forma similarmente simples de produzir AuNPs em

temperatura ambiente [71].

Embora um grande progresso tenha sido feito na sintese de AuNPs com um
alto grau de monodispersidade, a sintese dessas particulas com diferentes tamanhos
e morfologias ainda requer um processo de ajuste complicado para um controle
preciso dos fatores termodindmicos e cinéticos da reacdo. Durante a sintese de
nanoparticulas em bulk, os processos de nucleacdo, crescimento e aglomeragao
ocorrem inevitavelmente ao mesmo tempo. A falta de controle dos parametros de
reacao durante o processo de crescimento do cristal resulta em uma alta variagéo lote
a lote tanto na morfologia quanto na distribuicdo de tamanhos das NPs. Além disso, o
aumento na escala de uma sintese em bulk agrava os problemas transferéncia de
massa e energia, o que leva a uma populacéo polidispersa de NPs com caracteristicas

fisicas e quimicas diversas [57].

A miniaturizacdo dos sistemas em bulk pode contornar os problemas de baixa
reprodutibilidade gracas ao seu melhor controle nas condi¢des de reacdo [57]. Em
particular, os sistemas microfluidicos de fluxo continuo, em contraste com os sistemas
em batelada convencionais, estdo sendo amplamente estudados devido ao seu
controle preciso das condi¢des de processo, rapida transferéncia de calor e massa,
alta eficacia de mistura (0 que garante que a reacdo seja iniciada em ambiente
homogéneo, uma vez que a nucleacdo na sintese de AuNPs se inicia nos primeiros
100 ms [72-74]) e por serem compativeis com analise on-line [57]. Dentro de um
sistema microfluidico, os estagios de nucleacéo e crescimento da formacdo de NPs
podem ser isolados em funcéo da posicédo onde a mistura da solucdo ocorre, podendo
resultar em maior controle no tamanho de particula, distribuicio de tamanhos,

morfologia e, portanto, maior reprodutibilidade [75].
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Com a integracao das caracterizacdes on-line e on demand, espera-se que a
microfluidica seja uma plataforma promissora para otimizar a producdo de
nanoparticulas para diferentes aplicagdes [57]. A Tabela 1 mostra alguns estudos que
vém sendo feitos nos ultimos anos sobre a producdo de AuNPs em plataformas

microfluidicas, bem como seus resultados obtidos.



Tabela 1 — Estudos de producéo de AuNPs por plataformas microfluidicas.

Condigdes Reator Resultados
Referéncia Anal
Reagentes Vazao Temperatura Material Geometria Volume Tamanho da NP Polidispercdo Formato da NP
Tempo de residéncia 3 entradas (corrente 1:
3.8 mM NaBH,4; HAuCl, P agente redutor; corrente Regido de reacgdo:
10s. Redutor 27 Reator de
1mM e TTABr 20mM; L/min; percursor de silicone/Pyrex MFR 2: percursor de ouro; volume 100 pL,
[76] Fluido segmentado: ar, H PP R 100°C v N corrente 3: fluido channel cross- TEM 3.8+0.3nm "Baixa" N&o especificado
, ouro 273 plL/min; tubos e conexdes . .
tolueno e dleo de R segmentado, 2 regides section 400 pm x
. fluido segmentado de PEEK e teflon > . ~
silicone . (mistura - fria; reagdo - 400 pm
300 pL/min
quente)
Solugdo de HAuCl, 30%
g/g (2.5 mmol/L), . 3 entradas (corrente 1: Canais de 700 um Espectro (.
[55] redutor NasCt 40 uL/Lr?rl:i: 100 90°C PMMA e PLA 6leo mineral; correntes 2 X 700 um (largura UV-visivel Entre 20 e 35 nm "Baixa" mo\:fac:;zsias
(0.5mmol/Le 1.0 M e 3: reagentes) x altura) e FESEM s
mmol/L), leo mineral
HAuUCl4(111), solugdo de FIO;,\(;IITW'\X'(?;Z“ 4mm largura, SEM com f'ﬁ’; ):byz-'oe Zr;' Nanodendritos
amonia 25% (para . N ) . 25mm EDX e ’ =8.27um, N3o com diferentes
[53] . § . 3 pL/min de HAuCl, 25°C 1.5mm espessura), 3 canais X 1.075 £ 0.15 pm, »
limpeza dos fios de Ni), L comprimento, Espectro especificado graus de
etanol 99.5%, fios de Ni superficie de PS 1.2mm espessura UV-visivel e ramificacdo
" (0.8mm espessura) ' 1.618 £0.15 um
" Fios de algoddo Reservatorio de solugdo ~
N trolad 25°C, 50°C ! N -
[77] HAuCls (30%), NasCt a0 C.OH. rolaca L € branco 0.3mm e fio de algodao, fita N3o especificado SEM Entre 20 e 40 nm .a? Esféricas
(capilaridade) 90°C . N o especificado
ABS adesiva e pilar de fixagdo
AuCl; (solugdo 30%), Entradas: 1- 4 estagios: 1- ativagdo do
CTABr, solugdo de 5.85mL/h; 2- percursor de ouro; 2-
cloreto (30%), NaBH,, L- 5.85mL/h; 3- o formagdo de sementes Entre 10 e 50 nm .
L. L Nao o " o o - LMA, EDS, . Nao "
[56] acido ascorbico, 0.67mL/h; 4- especificado N&o especificado de Au; 3- formagdo de N&o especificado TEM com diferentes especificado Nanobastdes
HsAuBr,0, acido 5- 0.62mL/h; 5- P nanovaras; 4- AR P
bromosalicilico, SH-PEG 0.62mL/h; 6- funcionalizagdo das
(Mn 800) 3.4mL/h nanovaras
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L. Condig¢des Reator . Resultados
Referéncia = - - Andlises — =
Reagentes Vazao Temperatura Material Geometria Volume Tamanho da NP | Polidispergao Formato da NP
CTAB, CTAC, Total:_360 i Silicone, SU-8, _ _ Canais de 100 SEM, Diversos )
HAuCl,, AgNOs, pl/min a Nao Microcanais em forma de pm x 200 um Nao A
[52] L o . PDMS. Tubos . Espectro tamanhos e - Nanobipiramides
acido ascorbico, 520 especificado S (profundidade x - o especificado
. de PTFE . UV-visivel razdes
K2PdCls, NaBH4 ul/min comprimento)
Silicone, vidro,
HAUCL,, NaBH,, rei::f::::;edneto Espectro
NaOH, PVP . Duas entradas. Regido de Microcanal de . . .
41 ! 2.6L/h Ambient Ombrell . ) UV-visivel, 2.5 "B " Esfé
[41] (40kDa), THPC, / mbiente m re' o leitura de raio.x 300 x 300 pm2 visive nm aixa sféricas
(material TEM
H2S04 .
comercial
hidrofébico)
Liquido: .
Total de 100 bobinas de Espectro
0.5 1cm de didmetro. Angulo UV-visivel
HAUCl,, gé I/min; . PTFE (9. N N3 . ’ x .
[78] uCl, gas €O m /min; Ambiente (9.5 cm x de 90° entre as se¢des da ?9 DCS, TEM, 3.1226.6 nm <5% Ndo-esféricas
(99.5%) Gas 0.025 7.5 cm) . N especificado
20.25 bobina, cada se¢do DLS, ATR-
o contendo 5 bobinas FTIR, Raman
ml/min
Misturador interdigitado
HAuCls, brometo radial de 3 camadas. Os Microcanais
de 400 600 e fluxos de entrada sao estruturados 1H NMR, Menor que as
(58] tetraoctilamonio, éOO Ambiente Vidro direci(.)na.dos para dois corrll espe.c’fro 2327 nm NPs feitas em Nio especificado
tolueno, 1- mL/min canais circulares que profundidade UV-visivel, reator
dodecanotiol, dividem o fluxo em 8 60um e largura TEM traducional
NaBH, |aminas com camara de de 150 um
mistura central
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temperatura

L. Condigcdes Reator . Resultados
Referéncia " Analises -
Reagentes Vazao Temperatura Material Geometria Volume Tamanho da NP | Polidispergao Formato da NP
Comprimento
HAUC|4, Na3Ct, . .

(79] 4cido tanico 0.05 mI/mlin e Ambiente Vidro Duas entradas em 260um, TEM 11.5 nm 0,09 AprOX|m’a<.:lamente

0.1 ml/min formadeY profundidade esféricas
(agente protetor)
72um
HCI, HAuCl,, acido . 80 x 75 um . -
- . PDMS, SU-8, M A
[80] ascorbico, AgNOs, 150 pL/h Ambiente . .S SU-8 als c.le uma (largura x TEM 170 £+ 7.8 um 0,002 nlsc).troplcas
silicone geometria testada ramificadas
NasCt altura)
Mddulo de controle
microfluidico que Largura do

Os fluidos consiste em canal anular
. . . Espectro
circulam 10 microcanais, duas 974um, UV— N3o

[39] HAuCls, NasCt vezes no reator 115°C Vidro, PDMS microbombas, uma profundidade L 35 nm - Hexagonais

. , visivel, especificado
num tempo microvalvula, e um 100um, DI TEM
total de 3s micromisturador; 4626um, DE
maodulo de 5600pm




Em estudo realizado por Wagner et al., AUNPs com diametro variando de 5 a
50 nm foram obtidas por reducédo direta de HAuCls com &cido ascorbico em um
microrreator de fluxo continuo monofésico. A distribuicdo de tamanho das AuNPs foi
duas vezes mais estreita quando comparado a sintese em massa [81]. Abadi e
colaboradores [82] sintetizaram nanoparticulas de ouro in situ e integraram-nas em
microdispositivos de PDMS para servir como um biossensor baseado em LSPR para
a deteccdo de proteinas e polipeptideos. As nanoparticulas sintetizadas
demonstraram uma melhoria de 8,3 vezes na polidispesdo da distribuicdo de
tamanhos. Duraiswamy e colaboradores [83] apresentam um processo de sintese
robusto, escalonavel, automatizado e reprodutivel para fabricar nanoconchas e
nanoilhas de ouro em superficies de silica coloidal. Esta sintese continua de NPs é
capaz de integrar microfluidica multifasica e sintese coloidal.

Sabe-se gque o tamanho, a morfologia e o perfil de dispersdo de tamanhos de
AuNPs produzidas por microfluidica sao influenciados principalmente pela
concentracdo e vazao dos reagentes [52], temperatura de reacéo [84], tamanho e
geometria dos microcanais [33], presenca de surfactantes [85] e metodologia de
sintese [86]. Porém, os mecanismos que regem a sintese de nanoparticulas metélicas
evoluiram empiricamente e ndo existe um mecanismo aceito para explicar como
funciona o controle da morfologia dessas particulas, particularmente num material
como o ouro, onde as energias livres de superficie e a quimica das faces principais

dos cristais sdo semelhantes entre si [87].

No presente trabalho, devido aos resultados promissores encontrados na
literatura [39,41,52,78,80], um sistema microfluidico utilizando um micromisturador foi
escolhido para o estudo da sintese de AuUNPs e os microdispositivos utilizados foram
fabricados em Low Temperature Co-fired Ceramics (LTCC). A fabricagcdo de
microdispositivos em LTCC consiste no processamento paralelo de mudltiplas
camadas (processo de laminacdo) e sinterizagdo do material em uma pilha
multicamadas. A abordagem multicamada ndo sO permite a incorporacdo de
estruturas em trés dimensfes, mas também resulta em um dispositivo compacto e
livre de vazamentos [88]. Os métodos de fabricacdo relativamente simples e baratos
e a prototipagem rapida reduzem significativamente o custo e o tempo de producao

dos sistemas microfluidicos em LTCC. Além disso, as propriedades inerentes dessa
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ceramica oferecem vantagens sobre polimeros e vidro, como inércia quimica,
biocompatibilidade, estabilidade em altas temperaturas e pressdo, excelentes,
resisténcia mecanica e resisténcia a corrosdo [88—90].

Além da producdo controlada de AuNPs com diferentes caracteristicas, o
presente trabalho foca na utilizacdo dos diferentes grupos de nanoparticulas
conjugadas a proteinas de interesse para a formulacdo de uma vacina de subunidade
com desempenho otimizado. AuNPs de diferentes tamanhos, variando entre 5 nm [91]
a 1um [92], e de diferentes morfologias, tais como esferas [93], bastdes [56],
particulas dendriticas [94], cubos [34], hexagonos [39] e particulas quirais [95], foram
estudadas quanto ao seu potencial em aplicac6es farmacéuticas na literatura. Ha
poucas informacdes, porém, relacionadas a quais sdo os tamanhos e morfologias de
AuNPs funcionalizadas com proteinas que apresentam o melhor desempenho
biolégico para cada uma das aplicacdes testadas e a interacdo das nanoparticulas

com as diferentes proteinas de interesse biomédico.
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2. OBJETIVO

Os objetivos deste trabalho sao: (I) a sintese controlada e reprodutivel de

nanoparticulas de ouro (AUNPS) que apresentem tamanhos e morfologias diversas;

(I o entendimento do perfil de interacdo das AuNPs sintetizadas com proteinas de

interesse médico; (lll) a utilizacdo dos complexos compostos por AUNPs de diferentes

tamanhos e morfologias conjugadas com proteinas de interesse na formulacdo de

uma vacina de subunidade. Cada um desses objetivos pode, ainda, ser dividido em

objetivos especificos, apresentados a seguir:

(I): design e construcdo dos dispositivos microfluidicos, sintese de
diferentes AUNPs e ajustes das condi¢cOes de processo, caracterizacao
das AuNPs produzidas, testes de estabilidade das AuNPs e
reprodutibilidade das sinteses;

(IN: funcionalizagdo das AuNPs com proteinas selecionadas,
caracterizacdo e teste de estabilidade dos complexos, estudos de
interacdo entre as AUNPs e as proteinas selecionadas;

(llN): avaliacdo de citotoxicidade das AuNPs e complexos
AuNPs+proteinas, e ensaios de aplicacdo in vivo dos complexos

funcionalizados.

As atividades realizadas neste trabalho visam a fornecer informacoes

relacionadas a quais sao os tamanhos e morfologias de AuNPs funcionalizadas com

proteinas que apresentam o melhor desempenho biolégico para a aplicacdo em

vacina de subunidade e como obter essas AuNPs de forma sistematica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Construcao dos dispositivos microfluidicos

3.1.1 Projeto técnico das geometrias dos canais

Os microdispositivos utilizados nesse trabalho foram construidos em material
ceramico Low Temperature Co-Fired Ceramics (LTCC) DuPont Green Tape 951PX
com espessura crua de 254 + 13 pm, tendo um coeficiente de encolhimento X,Y de
12,7 £ 0,3 um e coeficiente de encolhimento Z de 15 + 0,5 um, densidade 3,1 g/cm?®
e condutividade térmica 3,3 W/m.K. Os dispositivos foram compostos por camadas
de LTCC empilhadas, que foram projetadas utilizando o software AutoCAD. Os
esquemas das camadas dos microdispositivos, chamados de “Reator A” e “Reator

B”,podem ser vistos na Figura 4 e na Figura 5, respectivamente.

Figura 4 — Projeto das camadas do microdispositivo “Reator A” desenhadas utilizando o
software AutoCAD
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Figura 5 — Projeto das camadas do microdispositivo “Reator B” desenhadas utilizando o
software AutoCAD.

As especificacbes de geometria dos dispositivos utilizados estdo descritas na
Tabela 2. Nas imagens das Figura 6 e Figura 7, vé-se 0s canais internos do Reator A

e Reator B, respectivamente.



Tabela 2 — Especificagdes dos microdispositivos construidos
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. Dimensdes do Canal Area Diametro (Dh)
Reator Geometria
Altura (um) Largura (um) Volume (ul) mm? um
A Serpentina 630 630 389 0,397 630
B Cross-channel 400 400 270 0,160 400
[ )
A

Figura 6 — Esquema em 3D do misturador interno do

superior; B) vista lateral.
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Figura 7 — Esquema 3D do microdispositivo “Reator B” A) vista do topo da segédo de
aquecimento; B) vista do topo do misturador (secdo de reacédo); C) vista do topo de ambas
as sec¢Oes de aquecimento (camadas superiores) e mistura (camadas inferiores) sobrepostas;
D) visédo lateral do misturador (secdo de reacgdo); E) viséo lateral aproximada da geometria
cross-section dos canais no misturador (se¢éo de reacdo). Imagem publicada em [1].
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O dispositivo “Reator B” € dividido em duas seg¢bes: secdo de aquecimento
(camadas superiores) e secéo de reacao (camadas inferiores). Os fluidos de entrada
(reagentes) ndo se misturam na secdo de aquecimento, 0 seu proposito é permitir
gue as correntes troquem calor com as paredes dos canais e atinjam a temperatura
adequada (controlada pelo banho no qual o dispositivo esta submergido) antes da
entrada no misturador, onde a reacdo de fato ocorre. A secdo de reacdo deste
dispositivo apresenta geometria cross-channel, de volume total de 270 puL e 400 um

de largura da secéo quadrada dos canais.

As dimensfes dos canais dos dispositivos (volume util do dispositivo (V), area
(A) e didmetro hidrodindmico (Dh)) e a vazao (Q) dada pela bomba possibilitam o
calculo dos principais parametros de processo: velocidade linear do fluido (v) e tempo
de residéncia das particulas (t). Esses parametros foram calculados pelas Equacdes

1 e 2, respectivamente.

Equacédo 1

> o

Equacéo 2

ol <

Sendo p a viscosidade e p a densidade do meio aquoso.
3.1.2 Construcgao do dispositivo microfluidico

O material LTCC € uma mistura de ceramica, vidro, metais de baixa resisténcia
e compostos organicos. A presenca de compostos organicos faz com que a folha de
LTCC seja flexivel, possibilitando o corte das camadas (etapa de laminag&o). Ao
submeter o material a mufla, a 450 °C, os compostos organicos volatilizam e o
material endurece. A 850°C ocorre a transicdo vitrea do Oxido de alumina e as

camadas se fundem (etapa de sinterizacao).

As folhas do material ceramico foram cortadas em cortadora a laser de alta
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precisdo da marca LPKF Laser & Electronics modelo Proto Laser U3 de acordo com
0 projeto. A Figura 8 mostra a cortadora em trabalho de corte das folhas de LTCC.
Cada folha da origem a 4 camadas do dispositivo. As camadas do material apés o

corte estdo mostradas na Figura 9.

Figura 8 — Cortadora a laser em trabalho de corte das folhas de LTCC.
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Figura 9 — Camadas do microdispositivo “Reator A” apds o corte a laser das folhas de LTCC.

Apébs o corte, as camadas foram empilhadas em ordem e alinhadas em um
suporte metalico, conforme Figura 10. O suporte com o material foi, entdo, aquecido

em estufa da marca Sppencer Scientific modelo SP2420-12 a 60°C por 20 minutos.

Figura 10 — Camadas do microdispositivo “Reator A” empilhadas em suporte metalico.
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Ao sair da estufa, o suporte com as folhas foi prensado em prensa hidraulica,
conforme Figura 11, a 70 °C e 4 toneladas por 10 minutos. A seguir, alterou-se a

posicdo do molde na prensa em 90° e foi feita novamente a pressédo por 10 minutos

para garantir a uniformidade, conforme esquema da Figura 12.

Figura 11 — Folhas de LTCC empilhadas em suporte metalico prensadas em prensa hidraulica
aquecida.

10 minutos 10 minutos

.

Figura 12 - Esquema da posi¢do do molde na prensa em duas etapas de tempo.

Apdés a etapa de laminagdo, o dispositivo foi submetido ao processo de
sinterizacdo. Nesta etapa, o dispositivo foi retirado do suporte metalico e colocado

sobre uma plataforma de ceramica porosa, conforme mostrado na Figura 13, com a
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gual foi levado a mufla da marca EDG Equipamentos modelo FCVE-Il. Na mufla, o
dispositivo foi submetido a uma rampa de temperatura de 6 °C/min até 450 °C,
permanecendo nessa temperatura por 60 minutos. A seguir, a temperatura foi elevada
a 850 °C, novamente a taxa de 6 °C/min, permanecendo nessa temperatura por
60 minutos. Apos a sinterizagdo completa da vitro-ceramica, o dispositivo em LTCC
foi deixado durante a noite dentro da mufla desligada para resfriar lentamente,

estando, entéo, pronto para uso.

Figura 13 - Dispositivo sobre suporte de cerdmica porosa apds a prensa sobre o qual foi
aquecido na mufla.

3.1.3 Montagem do aparato experimental em microfluidica

A conexao das mangueiras foi feita utilizando 3 pares de pecas de poliamida 6
(Nylon®) e 3 pares de o-rings de borracha, presos ao dispositivo com parafusos. Um
conector macho de aco inoxidavel 316 de dupla anilha da marca Swagelok foi
rosqueado em cada par de pecas presas ao reator, prendendo as mangueiras de
PTFE de 1/8” de didametro externo e 1/16” de didametro interno da marca Darwin
Microfluidics. O esquema do dispositivo conectado as mangueiras esta mostrado na

Figura 14.
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Mangueiras

Conector
dupla anil

Suportes de
poliamida

Figura 14 — Conexdo das mangueiras de PTFE ao dispositivo microfluidico. Imagem
publicada em [1].

As extremidades livres das mangueiras de entrada foram conectadas utilizando
um adaptador plastico a uma seringa luerlock de 5 mL. As seringas foram presas a
bomba de seringa da marca Harvard Apparatus modelo PHD 2000. Uma imagem do
sistema pronto para uso esta mostrada na Figura 15.

Figura 15 — Dispositivo microfluidico conectado a bomba de seringa.

Nos experimentos com controle de temperatura, o dispositivo microfluidico foi
mergulhado em um banho de 6leo da marca PolyScience modelo SDO7H170-A12E
com controlador de temperatura, conforme Figura 16. Entre cada experimento, o
dispositivo foi limpo com agua ultrapura e seco com ar comprimido. Periodicamente,
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foi feita uma limpeza mais detalhada, desmontando o sistema e colocando a ceramica
de molho em agua régia em banho de ultrassom por 15 minutos, depois enxaguando

com agua em abundancia e secando com ar comprimido.

Figura 16 - Dispositivo microfluidico conectado a bomba de seringa e mergulhado em banho
de 6leo para controle de temperatura. Imagem publicada em [1].

3.2 Reagentes

Nos experimentos de sintese de AuNPs foram utilizados os seguintes
reagentes: acido tanico da marca Sigma-Aldrich grau analitico, citrato de sédio
dihidratado (NaCt) da marca Sigma-Aldrich com pureza = 99% e cloreto de ouro Ili
trinidratado da marca Sigma-Aldrich com pureza = 99,9%. No preparo da agua-régia
para limpeza dos microdispositivos, foram utilizados &cido cloridrico e acido nitrico de
grau analitico da marca Synth. Para o ensaio de verificacdo de aglomeracdo das

particulas, foi utilizado B-mercaptoetanol = 99,0% da marca Sigma-Aldrich.

Nos ensaios de funcionalizagéo, as proteinas r-GFP e RBD utilizadas foram
doadas pelo Grupo de Engenharia de Bioprocessos da Escola de Engenharia
Quimica da Universidade de S&o Paulo e pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo, respectivamente. As nanoparticulas foram

funcionalizadas em tampéo PBS pH 7,2 + 0,1 da marca Laborclin. Nos ensaios com
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alteracao de salinidade, foi utilizado cloreto de sédio (NaCl) grau analitico da marca
Synth. Nos ensaios de citotoxicidade, foi utilizado o meio de cultivo DMEM da marca
Thermo Fischer Scientific, o corante vermelho neutro em solucéo de DPBS 0,33% da
marca Sigma-Aldrich, alcool etilico absoluto da marca Exodo Cientifica, solucéo de
acido acético 5% da marca RenyLab e tampéo PBS pH 7,2 £ 0,1 da marca Laborclin.
As células clones de fibroblasto de camundongo linhagem NCTC 929 foram
fornecidas pelo Laboratorio de Biotecnologia Industrial do Instituto de Pesquisas

Tecnoldgicas.

3.3 Metodologia analitica

3.3.1 Espalhamento Dinamico de Luz ou Dinamic Light Scattering (DLS)

As analises de tamanho de particula foram feitas pela técnica de Dinamic Light
Scattering (DLS) a 25°C, em cubeta de vidro, no equipamento Particulate Systems
NanoPlus. Ap6s 24h de repouso em geladeira, as amostras foram diluidas a 10% em
agua ultrapura e cada leitura foi feita em triplicata. Todos os resultados apresentados

sdo referentes a intensidade.
3.3.2 Espectrofotometria UV-visivel

O perfil de absorbancia de luz em comprimentos de onda de 360 nm a 800 nm
das amostras foi obtido utilizando um espectrofotémetro da marca BEL modelo UV-
M51. Foi utilizada lampada de tungsténio, cubetas de quartzo e intervalo de leitura de
0,5 nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicata apos diluicdo a 10% em

agua ultrapura.
3.3.3 Determinacao do Potencial Zeta

A carga de superficie das particulas foi obtida através de analise de potencial
zeta no equipamento Particulate Systems NanoPlus a 25°C. As amostras foram
diluidas a 10% em agua ultrapura e as leituras foram feitas em 5 pontos com 10

leituras por ponto para cada amostra.
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3.3.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As analises de microscopia eletronica de transmisséo foram feitas na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo. O equipamento
utilizado foi o microscépio eletrdnico de transmissdo JEOL JEM 2100. As amostras
foram pingadas com pipeta de Pasteur sobre um grid de cobre mash 300, apoiado
sobre papel filtro em uma placa de Petri. As amostras foram, entdo, secas em
dessecador a vacuo com silica por 24h antes da analise. Os grids foram manipulados
com caneta a vacuo para evitar danos ao filme. As imagens de microscopia obtidas
foram analisadas utilizando o software Image J. As analises estatisticas foram feitas

utilizando o software Minitab 19.1.1 com namero amostral de particulas n = 300.

3.4 Testes exploratorios

Foi utilizado como referéncia em testes preliminares o estudo de Yagyu et al.
[79], no qual foram obtidas AuNPs através da reacao de sal de ouro com NaCt como
agente redutor e acido tanico como agente protetor em dispositivo microfluidico a

temperatura ambiente.

Em uma das entradas do microdispositivo, foi utilizada uma solucdo de sal de
ouro 0,368 mM (0,145 g/L), chamada de “Solugédo A”. Para o preparo dessa solugao,
14,492 mg de cloreto de ouro foram adicionados a um baldo volumétrico de 100 mL
com agua ultrapura. Na outra entrada, foi utilizada uma mistura de solu¢do de NaCt
(“Solucéo redutora”) e solugao de acido tanico (“Solugao protetora”, com finalidade de
melhorar a estabilidade das AuNPs), chamada de “Solucéo B”. A “Solugao redutora”
€ composta de NaCt 33,7 mM (9,911 g/L), sendo 99,112 mg de NaCt em 10 mL de
agua ultrapura. A “Solucéao protetora” € composta de acido tanico 5,82 mM (9,9 g/L),
sendo 99,0 mg de acido tanico em 10 mL de agua ultrapura. A “Solugao B” é, entao,
composta por 4 mL de “Solugdo redutora” e 0,1 mL de “Solugdo protetora” em
75,9 mL de agua ultrapura. O esquema da Figura 17 ilustra o preparo das solucdes
utilizadas. Todas as soluc¢des foram preparadas em baldo volumétrico e deixadas em
banho de ultrassom a temperatura ambiente por 15 minutos para garantir que todos

os sais fossem completamente solubilizados.
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3,5ml AGENTE
3,5ml REDUTOR
Citrato de sédio
33,7 mM
SOLUGAO A SOLUGAO B NGENTE
PROTETOR
Sal de ouro 4 ml redutor Acido tanico
0,368 mM 0,1 ml protetor
: 5,82 mM
75,9 ml dgua

Figura 17 — Preparo de solu¢cBes para testes preliminares segundo Yagyu et al. [79].

3.4.1 Avaliagéo de diferentes geometrias do misturador

A fim de avaliar a influéncia da geometria do misturador no resultado da sintese
de AuNPs, foram feitas reacGes em triplicata variando tempo de residéncia de 14,7 s
a 467 s em temperatura ambiente, reagindo a “Solugédo A” e a “Solugédo B”, em ambos
os microdispositivos “Reator A” e “Reator B”. Os produtos de reag¢ao foram analisados

por DLS, UV-vis, potencial zeta e aspecto visual.
3.4.2 Avaliacédo de reprodutibilidade

Para avaliar a reprodutibilidade dos experimentos, foi fixada uma condicéo que
apresentou resultados satisfatorios e foram feitas duas novas triplicatas em dias e
horarios diferentes para comparacao dos resultados. A condi¢do escolhida foi tempo
de residéncia de 32,4s (vazdo 0,50 mL/min, velocidade 0,05 m/s, Re 23,41),
temperatura ambiente, dispositivo “Reator B” e solug¢des “Solugado A” e “Solugao B”.
Os produtos de reacao foram analisados por DLS, UV-vis, potencial zeta e aspecto

visual.
3.4.3 Avaliacéo da influéncia da temperatura de reacao

Para avaliar a influéncia da temperatura nos experimentos, foi fixada uma
condicao que apresentou resultados satisfatorios e foram feitas reacdes em triplicata
variando a temperatura da reagdao em 25°C, 50°C, 75°C e 100°C. A converséo de sal

de ouro em AuNPs foi verificada em todos os experimentos em diferentes
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temperaturas. A condicdo escolhida foi tempo de residéncia de 32,4s (vazéo
0,50 mL/min, velocidade 0,05 m/s, Re 23,41), dispositivo “Reator B” e solugdes
“Solucdo A” e “Solucao B”. Os produtos de reacado foram analisados por DLS, UV-vis,

potencial zeta e aspecto visual.
3.4.4 Avaliacdo de estabilidade

Para avaliar a estabilidade dos produtos da sintese de AuNPs, foram feitas
reacdes em duplicata a 25°C e a 50°C, fixando tempo de residéncia em 32,4 s (vazao
0,50 mL/min, velocidade 0,05 m/s, Re 23,41), no dispositivo “Reator B” e com as
Solugdes “A” e “B”. Para cada uma das condi¢gbes, uma amostra foi armazenada em
geladeira a 8°C e outra em temperatura ambiente ao abrigo de luz por até 42 dias.
Periodicamente, foram feitas analises de UV-vis e foi monitorado o aspecto visual das
amostras a fim de verificar se houve degradacéo no periodo de estudo e se houve
diferenca no perfil de degradacao nas diferentes formas de armazenamento ao longo

do tempo.
3.5 Reproducéo dareacéo classica de Turkevich

Para a reproducdo da reacdo classica de Turkevich [69], foram preparadas
uma solucéo de cloreto de ouro 0,25 mM, equivalente a 0,09 g/L (4,92 mg de cloreto
de ouro em 50 mL de agua ultrapura), chamada de “Solu¢do TurkOuro”, e uma
solucédo de NaCt 0,75 mM, equivalente a 0,22 g/L (11,03 mg de NaCt em 50 mL de
agua ultrapura), chamada de “Solugao TurkCitrato”, a fim de manter a razdo molar
NaCt:Ouro em 3:1.

Foram feitas reacdes em triplicata em duas condicdbes com as solucdes
“TurkOuro” e “TurkCitrato”. Foi fixada temperatura de reacédo de 100 °C, variando o
tempo de residéncia de 300 s (velocidade 0,006 m/s, Re 2,53) e 900 s (velocidade
0,002 m/s, Re 0,84), no dispositivo “Reator B”. Os produtos de reagdo foram

analisados por DLS, UV-vis, potencial zeta e aspecto visual.
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3.6 Método de Turkevich adaptado

3.6.1 Variacado da concentracdao inicial dos reagentes

Foram feitas sinteses de AuNPs pelo método de Turkevich partindo de
solucgdes de cloreto de ouro e NaCt mais concentradas que as solugdes “TurkOuro” e
“TurkCitrato”, mantendo a proporgdo NaCt:Ouro em 3:1, conforme estudo de Cardoso
et al.[96]. Foram preparadas uma solucdo de cloreto de ouro 2,5 mM, equivalente a
0,99 g/L (49,23 mg de cloreto de ouro em 50 mL de agua ultrapura), chamada de
“Solucao RobOuro”, e uma solucdo de NaCt 7,5 mM, equivalente a 2,21 g/L

(110,29 mg de NaCt em 50 mL de agua ultrapura), chamada de “Solugao RobCitrato”.

Foram feitas reacdes em triplicata em duas condicdes com as solucdes
“‘RobOuro” e “RobCitrato”. Foi fixada temperatura de reacdo de 100 °C, variando o
tempo de residéncia de 90 s (velocidade 0,02 m/s, Re8,42) e 300 s (velocidade
0,006 m/s, Re 2,52), no dispositivo “Reator B”. Os produtos de reagédo foram

analisados por DLS, UV-vis, potencial zeta e aspecto visual.
3.6.2 Variacao datemperatura de reacao

Foram feitas reagdes em triplicata com as solugdes “RobOuro” e “RobCitrato”
fixando tempo de residéncia de 90s (velocidade 0,02 m/s, Re 8,42, vazéo
0,18 mL/min) no dispositivo “Reator B”. Os produtos das sinteses variando a
temperatura de reacéo de 25°C a 100°C foram analisados por DLS, UV-vis, potencial

zeta, MET e aspecto visual.

O produto das sinteses feitas a 25 °C foi, ainda, posicionado em banho a
100 °C por 1h para verificar a continuidade da reacdo. Além disso, foi analisado o
comportamento dessa suspensao na presenca de grupamentos tiol através de analise
visual, DLS, potencial zeta e UV-vis, a fim de verificar uma possivel aglomeracéao das
particulas. Nesse ensaio, foi adicionado a solugcdo 5mM de B-mercaptoetanol (1:1
molar em relagéo ao NaCt em excesso, considerando que houve 100% de conversao
do sal de ouro). A mistura foi homogeneizada e deixada em repouso por 30 minutos

a temperatura ambiente antes das analises.
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3.7 Sinteses com acido tanico

As sinteses de AuNPs utilizando acido tanico como agente redutor foram
adaptadas ao dispositivo microfluidico. Foram feitas sinteses utilizando as solugfes
“‘RobOuro” (cloreto de ouro 2,5mM) e diferentes concentracbes de acido tanico
(0,01mM, 0,02mM, 0,05mM, 0,10mM, 0,15mM e 0,20mM) em entradas diferentes do
dispositivo “Reator B”. Foram fixadas as condi¢des de tempo de residéncia em 90 s
(velocidade 0,02 m/s, Re 8,42, vazéo 0,18 mL/min) e temperatura ambiente. Os
produtos desses ensaios foram analisados quanto ao aspecto visual, tamanho de

particula por DLS, potencial zeta, espectro UV-vis e conversao de sal de ouro.
3.7.1 Sinteses com &cido tanico e citrato de sodio

As sinteses de AuNPs utilizando &cido tanico e NaCt como agentes redutores
foram conduzidas a temperatura ambiente, com tempo de residéncia de 90 s,
utilizando uma solucéo de cloreto de ouro 2,5mM em uma das entradas do dispositivo
“‘Reator B” e uma solugao contendo acido tanico 0,1'mM com concentragdes variaveis
de NaCt na outra entrada. Foram analisadas as concentractes de NaCt de 1,25 mM,
2,5mM, 5,0 mM e 7,5 mM. Os produtos desses ensaios foram analisados quanto ao
aspecto visual, tamanho de particula por DLS, potencial zeta, espectro UV-vis,

conversao de cloreto de ouro e MET.
3.8 Anédlise da converséao de cloreto de ouro

Para verificar se a converséo do cloreto de ouro foi parcial ou completa, usou-
se a metodologia de Haiss et al. [97]. As amostras dos produtos de sintese foram
diluidas a 5% (v/v) em agua ultrapura e foi feita a leitura em triplicata de absorbancia
UV-visivel em comprimento de onda de 190 nm a 320 nm utilizando cubeta de quartzo
e intervalo de leitura de 0,5 nm em um espectrofotbmetro da marca BEL modelo UV-
M51. Espera-se que o pico de absorbancia do cloreto de ouro apareca na leitura em
comprimento de onda em torno de 220 nm. O racional dessa analise foi, portanto,
avaliar a conversdo do sal em AuNPs através da diminui¢cdo do pico de absorbéancia

do cloreto de ouro (diretamente proporcional a sua concentracao).

Para verificar a sensibilidade do método, amostras da solucdo precursora

foram preparadas em concentracdes de 1,25 mM a 0,01 mM, representando de 0% a
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99% de conversao, respectivamente, conforme mostrado na Tabela 3. As amostras
das solucdes precursoras em diferentes concentracdes foram diluidas a 5% em agua
ultrapura e seus espectros de absorbancia de luz foram medidos nas mesmas
condi¢des das amostras de AuNPs produzidas. A Figura 18 mostra que o método &

sensivel até 95% de conversao.

Tabela 3 - Amostras da solugdo precursora preparadas em concentracbes de 1,25mM a
0,01mM para avaliar a sensibilidade do método usado para verificar a conversao do sal de
ouro.

Concentracédo de sal Converséao de
(mM) sal
1,25 0%
0,25 80%
0,06 95%
0,03 98%
0,01 99%
3,0
25 0% conversao
80% conversao
2,0 95% convers3o
‘g‘ 98% conversao
' 99% conversao
21,5
<«Q
2
]
-]
<
1,0
0,5
0,0
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 18 - Espectros de absorbancia de luz do sal de ouro em diferentes concentracdes e
seus equivalentes em “% de conversao de sal”: 1,25 mM (0% de conversdo — linha laranja);
0,25 mM (80% de converséo — linha cinza); 0,06 mM (95% de conversédo — linha amarela);
0,03 mM (98% de conversao — linha azul); 0,01 mM (99% de conversao — linha verde).
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3.9 Funcionalizacdo da superficie das AuNPs com proteinas

3.9.1 Funcionalizagdo com r-GFP

Curvas de adsorcao foram determinadas para avaliar a capacidade de
conjugacao de AuNPs a proteina rGFP. Para a conjugacéo da proteina na superficie
das AuNPs, 10uL de diferentes AuNPs 0,50 pug/pL e rGFP em concentracdes iniciais
crescentes (de 0 a 0,07 pg/pL) foram adicionados em tampao PBS pH 7,4 até um
volume final de 250 pL, utilizando microtubos de 1,5 mL. Os microtubos tubos foram
entdo agitados em vortex e mantidos a temperatura ambiente por 1h. Para quantificar
a capacidade de adsorcdo, as suspensfes foram centrifugadas a 18500 g por 10
minutos para sedimentar os complexos AuNP+proteina. Os sobrenadantes contendo
a proteina ndo adsorvida foram entdo analisados por espectrofotometria UV-visivel
em comprimento de onda de 280 nm utilizando um espectrofotémetro BEL UV-M51
previamente calibrado com rGFP em diferentes concentracdes, conforme curva de

calibragdo mostrada na Figura 19.

1.20

o =
[ o
S S

[

Absorbancia a 280nm (UA)
o
(o))
o

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08
Concentragdo de rGFP (ug/uL)

Figura 19 — Curva de calibracdo da quantificacdo de rGFP por UV-vis.

Foi ajustado um modelo linear a curva de calibragdo para a quantificacdo de

rGFP em solugdo por interpolagdo, conforme Equacgédo 3, com ajuste R? de 0,999.

Abs = 14,289.[rGFP] - 0,0124 Equacéo 3
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Sendo Abs a absorbancia a 280 nm e [rGFP] a concentracao de rGFP.

3.9.2 Funcionalizagdo com RBD

Curvas de adsorcao foram determinadas para avaliar a capacidade de
adsorcao de AuNPs a proteina RBD. Para a conjugacéo da proteina na superficie das
AuUNPs, 10uL de diferentes AuNPs 0,50 pg/puL e RBD em concentracdes iniciais
crescentes (de 0 a 0,3 pg/pL) foram adicionados em tampéo PBS pH 7,4 até um
volume final de 250 pL, utilizando microtubos de 1,5 mL. Os microtubos tubos foram
entdo agitados em vortex e mantidos a temperatura ambiente por 1h. Para quantificar
a capacidade de adsorcdo, as suspensfes foram centrifugadas a 18500 g por 10
minutos para sedimentar os complexos AuNP+proteina. Os sobrenadantes contendo
a proteina ndo adsorvida foram entdo analisados por espectrofotometria UV-visivel
em comprimento de onda de 280 nm utilizando um espectrofotémetro BEL UV-M51
previamente calibrado com RBD em diferentes concentracfes, conforme curva de

calibragcdo mostrada na Figura 20.
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Figura 20 — Curva de calibracdo da quantificacdo de RBD por UV-vis.

Foi ajustado um modelo linear a curva de calibragdo para a quantificacdo de

RBD em solugéo por interpolagdo, conforme Equagéo 4, com ajuste R? de 0,994.
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Abs = 1,0453.[RBD] - 0,0076 Equacéo 4

Sendo Abs a absorbancia a 280 nm e [RBD] a concentracdo de RBD.

As formulacbes dos testes in vivo e in vitro foram feitas através da adicdo de
10 pg de RBD e 10 pg de AuNP em tampéo PBS pH 7,4 para um volume final de
100 pL, utilizando microtubos de 0,5 mL. Os tubos com as formulagdes foram entéo
agitados em vértex até a homogeinizacdo e mantidos em temperatura ambiente por

1h antes da sua utilizacao.

3.9.2.1 Avaliacdo da estabilidade dos complexos AUNP+RBD

Para avaliar a estabilidade dos complexos AuNP+RBD, diferentes AuNPs
foram funcionalizadas com RBD em tampéao PBS pH 7,4, (conforme descrito no ltem
3.9.2) e armazenadas a 8 °C ao abrigo de luz por até 15 dias. As andlises de
espectrofotometria UV-visivel foram realizadas apdés 5 dias e apdés 15 dias em

comprimentos de onda de 360 nm a 800 nm.

Para avaliar as interacfes entre as particulas dos complexos AuNP+RBD,
foram adicionados 1M de NaCl as formulacées e foi medido o tamanho das particulas
por DLS antes e apds a adicdo de sal. Os resultados obtidos pelo espalhamento

dindmico de luz foram analisados por nimero e por intensidade.

3.10 Estudos de citotoxicidade in vitro

As citotoxicidades de diferentes AuNPs, sozinhas ou conjugadas com a
proteina RBD, foram avaliadas usando o ensaio Neutral Red Uptake (NRU) [98] no
Laboratério de Biotecnologia Industrial do IPT. Nesses ensaios, amostras de 100 pL
de meio de cultivo para células animais DMEM contendo nanoparticulas em trés
concentragdes diferentes foram adicionadas a células NCTC 929 uma microplaca de
96 pocos (10° células por pogo). Para a amostra mais concentrada, chamada de “1x”,
um volume de 10 pL de AuNPs ou RBD ou complexo AuNP+RBD foi aplicado em
cada poco e incubado a 37°C e com CO2 5 % por 24 horas. ApOs a incubagdo com

as diferentes nanoparticulas, as células foram lavadas com PBS e a viabilidade
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celular foi avaliada usando o protocolo de NRU. As células foram, entdo, incubadas
por trés horas com o corante vermelho neutro (50 pg/ml em DMEM) e extraidas com
uma mistura de acido acético, etanol e 4gua (1:50:49, v:v:v). A absor¢cdo de NR foi
medida por UV-vis a 540 nm utilizando um leitor de microplacas KASUAKI DR-200BN-
Bl. A viabilidade celular foi calculada como uma porcentagem da absorcéo das células
nao tratadas (controle positivo). O latex, substancia conhecidamente citotéxica, foi
utilizado no teste como controle positivo. Seis réplicas para cada nanoparticula em
cada diluicao (1x, 8x, 128x) foram utilizadas em cada ensaio.

3.11 Estudos de aplicacao in vivo

Diferentes AuNPs foram conjugadas com RBD (segundo metodologia do Iltem
3.9.2) para formulagéo de vacinas contra o virus Sars-CoV-2. Dois experimentos de
imunizacao foram realizados independentemente para avaliar o potencial vacinal de
formulacdes contendo os complexos AUNP+RBD. Cinco camundongos fémeas de 6-
8 semanas de idade foram utilizados em cada grupo experimental, em um esquema
de vacinacéo realizado com a administragcdo de 3 doses por via subcutanea em
intervalos de 2 semanas entre as doses. Os animais receberam 10 ug de RBD/dose
e 10 ug de AuNP/dose. Como controle de imunizac¢do, foi utilizada solucéo salina. O
sangue dos animais imunizados foi coletado um dia antes da administragéo de cada
dose e 13 dias ap0ls a ultima dose via sangramento submandibular. O sangue foi
processado para obtencdo do soro por incubacédo por 30 min a 37 °C, seguida de
incubacédo por 30 min a 4 °C e centrifugacdo a 5000g por 30 min. O soro obtido foi
armazenado a -20 °C para avaliacdo dos niveis, classes e afinidade dos anticorpos

gerados contra o antigeno vacinal.

A utilizacdo de animais obedeceu aos procedimentos aprovados pelo comité
de ética no uso de animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sé&o Paulo (ICB-USP) sob o certificado CEUA 6961041120. Todos 0s ensaios in vivo
foram realizados pelo ICB-USP. Os experimentos dessa sec¢éo foram conduzidos em
parceria com o Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-
USP).



62

3.11.1 Anédlise de dos niveis de anticorpos IgG, subclasse e afinidade

Para determinar os niveis de anticorpos IgG resultantes da administracéo de
cada dose, foi realizado um ensaio ELISA indireto. Placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com 200 ng/poco de proteina RBD por 2 h a 37 °C, seguido de trés
lavagens com PBS e Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e bloqueio com 300 pL de solucdo
de bloqueio/diluente PBS-T + 0,5% BSA durante a noite a 4 °C. As placas foram entéo
incubadas com os soros dos camundongos individualmente em duplicata, diluidos em
série de 1:50 (dose 1 e 2) e 1:200 (dose 3) para um volume final de 100 pL e
incubados por 90 min a 37 °C. Apds novo ciclo de lavagem, foram adicionados 100 uL
de anticorpo secundario conjugado a peroxidase para deteccéo de IgG total com anti-
IgG-HRP 1:10.000 (SIGMA - A2304) e detecc¢éo de subclasses de anticorpos IgG com
anti-lgG1-HRP (SIGMA - A4416) 1:8000 e com anti-lgG2c-HRP 1:4000
(SOUTHERBIOTEC-1079-05). Essa etapa foi seguida de novas lavagens com PBS-
T, sendo a revelagéo realizada com 100 pL/poco da solucéo reveladora (OPD/H202)
por 15 min em temperatura ambiente ao abrigo de luz. A reacgéo foi interrompida com
50 uL/poco de solucdo de acido sulfarico 1 M. A leitura da absorbancia foi realizada
a 492 nm em um leitor de placas EPOCK (BIOTEK). A avaliacdo da afinidade do
anticorpo ao antigeno segue um protocolo de ELISA semelhante, com a adicao de
uma etapa envolvendo incubacédo por 15 min com diferentes concentracbes de
tiocianato de amdénio (OM a 4M) antes da incubac¢do com o anticorpo secundario. Em
todos 0s casos, os titulos obtidos para o grupo salina foram usados para calcular um
resultado médio, que foi deduzido dos titulos de todos o0s outros grupos
experimentais. Os experimentos dessa se¢ao foram conduzidos em parceria com 0

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP).
3.11.2 Avaliag&o do potencial imunizante dos anticorpos anti-RBD

Um teste de neutralizacdo viral (VNT) baseado em efeito citopéatico (CPE) foi
realizado utilizando SARS-CoV-2/humano/BRA/SP02cc/2020 (GenBank
MT350282.1) [99], com uso de células Vero/mL (referéncia ATCC CCL-81),
plagueadas a 5x10* células Vero/mL em placas de 96 pocos 24 h antes do
experimento. As células foram mantidas a 37 °C com 5% de CO2 em meio DMEM

suplementado com 10% de FBS inativado pelo calor (Thermo Fisher Scientific Inc.,
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MA, EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, EUA). Os soros de cada grupo de animais foram preparados em
pools inativados por calor e diluidos em série por um fator de base dois, resultando
em oito diluigbes (1:20 a 1:10.240). Posteriormente, as amostras de soro foram
misturadas 1:1 em volume com 102 TCID (50/mL) de SARS-CoV-2 diluido em DMEM,
e a mistura foi pré-incubada a 37 °C por 1 h para fins de neutralizacdo. As misturas
de soro e virus foram transferidas para uma monocamada de células confluentes e
incubadas por 72 h. ApGs esse procedimento, as placas foram analisadas utilizando
microscopia Optica e avaliadas quanto a presenca ou auséncia de CPE-VNT. Os
titulos de anticorpos neutralizantes correspondem a maior diluicdo do soro capaz de
neutralizar o crescimento viral. Uma confirmacao adicional foi realizada fixando as
placas e manchando-as com amido black (solu¢do de amido black a 0,1% [m/m] com
acido acético a 5,4% e acetato de sédio a 0,7%) por 30 min. Um soro de controle
positivo interno foi utilizado para cada ensaio com finalidade de monitoramento da
gualidade. Todos os procedimentos envolvendo SARS-CoV-2 foram realizados em
um laboratério de nivel 3 de biosseguranca localizado no ICB-USP, de acordo com
as recomendac0fes da Organizacdo Mundial da Saude [100]. Os experimentos dessa
secao foram conduzidos em parceria com o Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP).

3.11.3 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism 9
(GraphPad Software, EUA) e incluiram uma andlise de variancia (ANOVA) two-way,
seguida de um teste-t corrigido para comparacdes multiplas (pos-teste de correcéo
de Bonferroni). Valores de p abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todos os valores sdo relatados como valores individuais ou como

média + DP.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios exploratorios de sintese de AuNPs

A fim de realizar uma prova de conceito da sintese de AuNPs em dispositivo
microfluidico, foi feita uma primeira reacdo seguindo parametros descritos em
literatura. Com base no estudo de Yagyu et al. [79], o primeiro experimento de sintese
de AuNPs (amostra chamada de A01) foi conduzido a temperatura ambiente, com
vazéao de 0,05 ml/min, utilizando solugéo de NaCt como agente redutor e solucdo de
acido tanico como agente redutor complementar para conversao de cloreto de ouro
no dispositivo microfluidico “Reator A”. O produto da sintese apresentou coloragao

rosa-acinzentado, conforme mostrado na Figura 21.

Figura 21 — Produto da sintese de AuNPs a temperatura ambiente, com vazéao de 0,05 ml/min,
utilizando “Solugao A” e “Solugédo B” no microdispositivo “Reator A” (amostra A01).

No estudo de referéncia, o dispositivo utilizado foi confeccionado em vidro, com
diametro de canal de 430 um, obtendo nanoparticulas esféricas monodispersas de
11,5 nm. A presenca de AuNPs esféricas monodispersas de didmetro em torno de
10 nm resulta em uma suspensédo de coloracdo vermelha [101], diferente da

coloracédo da amostra obtida, indicando qualitativamente que o resultado do estudo
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de referéncia ndo foi reproduzido nesse experimento devido as diferentes
caracteristicas de geometria e material do dispositivo utilizado. As andlises de DLS
da amostra AO1 mostraram a presenca de nanoparticulas de diametro hidrodinamico
médio de 141,1 nm com indice de polidispersdo (PD) de 0,102 e potencial zeta de -
43,4 mV. Além da diferenca de material, geometria e didmetro dos canais do
dispositivo “Reator A” em relagdo ao microdispositivo utilizado no estudo de
referéncia, a diferenca significativa no tamanho das particulas obtidas pode ter sido
influenciada pela diferenca no tempo de residéncia das particulas no misturador. A
vazao de 0,05 ml/min utilizada por Yagyu e colaboradores é equivalente a um tempo
de residéncia de 467 s no “Reator A”, contra 46,2 s no dispositivo da referéncia.
Dessa forma, a velocidade linear do fluido (v) e, consequentemente, o nimero de
Reynolds (Re) equivalentes a vazdo de 0,05 ml/min no “Reator A” sdo menores
(v=10,002 m/s, Re =1,49), dificultando a transferéncia de massa e calor. Esse
resultado confirma que o tempo de residéncia é um fator importante para a sintese de

AUNPs em microfluidica.

A vazéo foi, entdo, definida em 0,5 mL/min de forma a ajustar o tempo de
residéncia para 46,7 s, sem alteracdo nas outras variaveis do processo, para
obtencao de resultado passivel de comparacdo com o estudo de referéncia. Nessas
condi¢bes, foram obtidas nanoparticulas de didmetro hidrodindmico médio de
253,2 nm, PD de 0,179 e potencial zeta -38,8 mV. Percebe-se, portanto, que mesmo
com tempos de retencao similares, o produto obtido apresentou caracteristicas fisico-
guimicas ainda mais divergentes do produto do estudo de Yagyu e colaboradores.
Isso indica que a geometria e material do microdispositivo impacta diretamente no
resultado da sintese, devido a influéncia desses fatores nas caracteristicas do regime
de escoamento (alteracdo no numero de Reynolds, que é influenciado, também, pela

geometria do canal e rugosidade do material [102]).
4.1.1 Avaliacéo de diferentes geometrias do misturador

A fim de avaliar a influéncia da geometria do microdispositivo no resultado da
sintese de AuNP, foram sintetizadas particulas utilizando dois microdispositivos
diferentes, “Reator A” e “Reator B”, cujas caracteristicas estdo descritas no ltem 2.1.

As condicoes e resultados das sinteses nos dispositivos “Reator A” e “Reator B” estao
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sintetizadas nas tabelas Tabela 4 e Tabela 5, respectivamente. O tamanho de
particula e o indice de polidispersdo (PD) estdo apresentados baseados em

intensidade.



Tabela 4 — Condi¢des de experimento e resultados das sinteses no dispositivo “Reator A”.

Amostra Vazdo (mL/min) Tempo de residéncia (s) Velocidade (mm/s) Tamanho médio de particula(nm) PD Zeta (mV)
TAO1 0,90 25,9 39,6 145,1 0,191 -42,8
TAO2 0,70 33,4 30,8 319,4 0,219 -22,1
TAO3 0,50 46,7 22,0 253,2 0,179 -38,8
TAO4 0,30 77,8 13,2 322,2 0,221 -22,0
TAOS5 0,10 233,5 4,4 453,5 0,303 -18,3
TAO6 0,05 467,0 2,2 392,1 0,264 -22,8

Tabela 5 — Condigdes de experimento e resultados das sinteses no dispositivo “Reator B”.

Amostra Vazdo (mL/min) Tempo de residéncia (s) Velocidade (mm/s) Tamanho médio de particula(nm) PD Zeta(mV)
TBOO 1,10 14,7 115,0 222,8 0,157 -13,4
TBO1 0,62 25,9 64,8 121,2 0,308 -41,6
TB02 0,49 33,4 51,2 20,6 0,251 -47,3
TBO3 0,35 46,7 36,6 89,7 0,165 -41,9
TBO4 0,21 77,8 22,0 278,9 0,194 -44.9
TBO5 0,07 233,5 7,3 346,3 0,232 -30,0
TBO6 0,03 467,0 3,1 402,0 0,266 -19,8




Através dos experimentos executados no “Reator A”, percebe-se que a
alteracdo no tempo de residéncia afeta o resultado de tamanho de particula, porém
nao parece haver uma relacao linear e/ou légica que possibilite utilizar esse parametro
de entrada para controlar a obtencdo de particulas maiores ou menores nessas
condicbes. Todas as sinteses resultaram em particulas grandes (maiores que 140 nm)
com modulo do potencial zeta maior do que 20 mV (com excecdo da amostra TAQ5),
indicando que h& uma boa estabilidade coloidal devido a alta repulsédo de cargas e,
portanto, menor tendéncia das particulas a aglomeracéo [86]. Ja no “Reator B”,
percebe-se que o tamanho de particula atinge um ponto minimo quando ajustado o
tempo de residéncia em torno de 33,4 s, com aumento gradativo do tamanho para
tempos maiores e menores. O experimento TB02 resultou em particulas de 20,6 nm
(em média), que é um tamanho adequado para algumas aplica¢des biolégicas como
entrega génica e de farmacos [29]. Essa mesma amostra apresentou potencial zeta
de -47,3 mV, indicando boa estabilidade coloidal, além de um PD de 0,251, indicado
baixa polidisperséo de tamanhos. A variagdo nos resultados para os experimentos em
ambos os dispositivos pbde ser observada também qualitativamente através da
analise visual. As figuras Figura 22 e Figura 23 mostram as amostras dos

experimentos nos dispositivos “Reator A” e “Reator B”, respectivamente.
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Figura 22 — Aspecto visual das amostras resultantes dos experimentos no dispositivo “Reator
A”. Da esquerda (maior vazéo) para a direita (menor vazao), amostra TAO1, TA02, TAOS3,
TAO04, TAO5 e TAO6.

Figura 23 — Aspecto visual das amostras resultantes dos experimentos no dispositivo “Reator
B”. Da esquerda (maior vazao) para a direita (menor vazao), amostra TB00, TB01, TB02,
TBO03, TB04, TBO5 e TBO6.
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Percebe-se que houve mudanca visivel na coloracdo das amostras com
diferentes tamanhos de particula. A Figura 24 mostra o espectro de absorbancia de
luz em comprimentos de onda de 360 nm a 800 nm das amostras dos experimentos

feitos no “Reator A”.
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Figura 24 — Espectro de absorbancia de luz das amostras dos experimentos feitos no “Reator
A

Como pode ser observado na Figura 24, ha deslocamento do pico de
absorbéancia e diferenca na largura dos picos entre as diferentes amostras. Esse
resultado condiz com a discrepancia de tamanhos e PD observadas nas amostras e
com dados da literatura, que mostram que particulas de diferentes tamanhos
absorvem luz em comprimentos de onda diferentes e que picos de absorbancia mais
estreitos indicam menor polidispersédo no tamanho das particulas [79,103,104]. A
Figura 25 traz o espectro de absorbancia das amostras dos experimentos feitos no

“Reator B”.
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Figura 25 — Espectro de absorbancia de luz das amostras dos experimentos feitos no “Reator
B”.

Pode ser observado no grafico da Figura 25 que ha diferenca na largura dos
picos, condizente com as discrepancias no PD das amostras. Observa-se também
que, conforme esperado devido a diferenca no tamanho das particulas, ha
deslocamento dos picos de absorbancia. O deslocamento dos picos de absorbancia
das amostras do “Reator B” pode ser mais bem observado no grafico apresentado na

Figura 26.
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Figura 26 — Comprimento de onda do pico de absorbancia de luz das amostras dos
experimentos feitos no “Reator B”.

Na Figura 26 observa-se que o comprimento de onda do pico de absorbéancia
diminui conforme a diminuicdo do tamanho médio das particulas presentes na
amostra, atingindo o ponto minimo para a amostra TB02, que é a amostra com menor
tamanho médio de particula. Esses resultados também estédo condizentes com dados
da literatura, que mostram que particulas menores deslocam o pico de absorbancia

na direcdo de comprimentos de onda menores (espectro azul) [79,104].
4.1.2 Avaliacédo de reprodutibilidade

Para avaliar a reprodutibilidade da sintese do experimento TB02, condicdo em
gue o resultado de tamanho médio de particula esta préximo ao ponto de inflexao,
foram feitas mais duas triplicatas nas mesmas condicdes, porém em dias e horarios
diferentes, para excluir a possibilidade de os resultados serem influenciados por
condi¢cdes ambientais. Os resultados da triplicata 1, referente a sintese feita no
periodo da manha, e da triplicata 2, referente a sintese feita no periodo da tarde no

dia seguinte, estdo resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados das triplicatas 1 e 2 das sinteses com tempo de residéncia de 32,3 s a
temperatura ambiente no dispositivo “Reator B” a partir das solugbes “Solugado A” e “Solugéo
B”.

Tamanho Média do Desvio padrao Média Desvio
Triplicata | Amostra mf'edio de PD tamanho do tamanho do PD padrao do
particula (nm) (nm) (nm) PD

RB02_R1 19,3 0,233

1 RB02_R2 20,8 0,235 19,9 0,79 0,234 0,0012
RB0O2_R3 19,6 0,233
RB0O2_R4 20,9 0,235

2 RB0O2_R5 19,5 0,260 20,1 0,72 0,250 0,0131
RB0O2_R6 19,9 0,241

Os resultados de média e desvio padrdo das amostras mostram que ndo ha
diferenca estatistica entre as triplicatas em relacdo a média do tamanho médio de
particula e ao PD, portanto, a sintese de AuNPs nas condicbes descritas se
apresentou reprodutivel. A imagem da Figura 27 mostra o aspecto visual das amostras
RB02_R1 a RB02_R6. Ndo houve mudanca visivel de coloragdo entre as amostras, o

gue corrobora qualitativamente com o fato de que os resultados foram reprodutiveis.

Figura 27 — Aspecto visual das triplicatas feitas na condi¢do do experimento TB02. A) triplicata
1; B) triplicata 2.

A imagem da Figura 28 mostra o espectro de absorbancia de luz em
comprimentos de onda de 360 nm a 800 nm das amostras RB02_R1 a RB02_R6.
Observa-se que ndo h& deslocamento no pico de absorbancia entre as amostras,
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indicando que o tamanho de particula se mantém constante.
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Figura 28 — Espectro de absorbancia de luz das amostras RB02_R1 a RB02_R6.

Nota-se na Figura 28 que ha variacdo na largura dos picos. Esse resultado é
esperado uma vez que existe variacao no PD entre as amostras, porém essa diferenca
ndo € estatisticamente significativa, conforme mostrado nos dados da Tabela 6. A
diferenca da largura dos picos, visualmente, causa a impressao de que ha variacao
na intensidade do pico, que estaria ligada diretamente a concentracdo de AuNPs da
amostra. A concentracdo de particulas, porém, ndo esta relacionada apenas a altura
do pico, e sim a area sob a curva [103]. A Tabela 7 mostra a area sob a curva do
espectro de absorbéancia de cada uma das amostras, integrada de 360 nm a 800 nm.
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Tabela 7 — Area sob a curva do espectro de absorbancia de luz integrada de 360 nm a 800 nm
das triplicatas 1 e 2 das sinteses com tempo de residéncia de 32,376 s a temperatura
ambiente no dispositivo “Reator B” a partir das solugdes “Solugdo A” e “Solugao B”.

Triplicata | Amostra | Area do espectro de absorbancia | Area média | Desvio padrdo
RBO2_R1 154,79
1 RB0O2_R2 143,45 144,92 9,225
RBO2_R3 136,52
RBO2_R4 140,06
2 RBO2_R5 139,97 138,07 3,374
RBO2_R6 134,17

N&o houve diferenca estatistica entre os valores de area de 144,9+9,2 e
138,1 £ 3,4, portanto ndo houve diferenca significativa na concentracdo de AuNPs
entre as triplicatas, ratificando a reprodutibilidade do experimento. Esses
experimentos mostram que, de fato, a sintese de AuNPs no sistema microfluidico
desenvolvido gerou resultados reprodutiveis por possibilitar o controle preciso dos
parametros de processo [81,105]. Esse resultado corrobora com dados da literatura
gue mostram que a producdo de nanoparticulas por via microfluidica tende a
resultados mais reprodutiveis, especialmente em comparacdo com sinteses nas

mesmas condi¢cdes em reatores tradicionais [33,34].

4.1.3 Avaliacao da influéncia da temperatura de reacao

Para avaliar a influéncia da temperatura de reacdo no resultado da sintese de
AuNPs, foram mantidas as condi¢cdes dos experimentos RB02 (tempo de residéncia
32,4 s; vazao 0,5 ml/min; velocidade 0,05 m/s; Re23,4; dispositivo “Reator B”), que
apresentaram resultados reprodutiveis, e foram feitas novas sinteses a temperaturas

de 50°C, 75°C e 100°C, cujos resultados estao resumidos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Condicdes de experimento e resultados das sinteses no dispositivo “Reator B’ com
variacdo da temperatura de reacdo (tempo de residéncia 32,4 s)

Amostra | Vazdo (ml/min) | Temperatura (°C) | Tamanho médio de particula (nm) PD Zeta (mV)
RBO2 0,5 25 19,2 0,240 -40,3
RBO3 0,5 50 136,7 0,184 -33,7
RBO4 0,5 75 285,8 0,199 -31,9
RBO5 0,5 100 289,7 0,138 -19,5

Nota-se, nos resultados apresentados na Tabela 8

Tabela 8, que sinteses feitas sob temperaturas mais altas resultaram em particulas
de tamanho maior. Esse resultado condiz com dados da literatura, que mostram outras
sinteses de AuNPs em dispositivo microfluidico que resultam em particulas de
tamanho maior conforme aumento da temperatura de rea¢éo, para uma mesma vazao
[106]. A temperatura de reacéao influencia nos processos de nucleacao e crescimento
dos cristais de ouro e o0s resultados mostraram que, nas condi¢cdes estudadas,
temperaturas mais elevadas favorecem o crescimento do cristal. O aumento da
temperatura também influenciou na estabilidade da suspensao coloidal, causando a
diminuicdo do moédulo do potencial zeta. Todos os produtos de reagdo, porém,
apresentaram PD abaixo de 0,3, indicando baixa polidispersdo no tamanho das
particulas. O aspecto visual das amostras RB03, RB04 e RB05 pode ser visto na
Figura 29.
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Figura 29 — Aspecto visual das amostras RB03 (50°C), RB04 (75°C) e RB05 (100°C).

Observa-se gque a amostra RB03 apresentou tonalidade vermelha, enquanto as
RB04 e RB0O5 nédo apresentaram coloragéo significativa. A auséncia de cor pode ser
resultado da baixa concentracédo de AUNPs, indicando baixa converséao do sal de ouro.
Outras hipo6teses possiveis seriam a formacédo de particulas grandes que decantaram
dentro do dispositivo ou as particulas ficaram aderidas as paredes do dispositivo. O
espectro de absorbancia de luz das amostras RB02 a RB05 esta apresentado no

grafico da Figura 30.
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Figura 30 — Espectro de absorbancia de luz das amostras RB02 (25°C), RB03 (50°C), RB04
(75°C) e RB0O5 (100°C).

O gréfico da Figura 30 mostra que 0 aumento da temperatura de reacéo de
25°C para 50°C resultou no deslocamento do pico de absorbéancia no sentido do
comprimento de onda azul (de 544 nm a 536 nm). Esse deslocamento no sentido de
comprimentos de ondas menores estid associado a formacdo de AuNPs menores,
porém, os resultados de DLS da amostra RB0O3 mostram um aumento no diametro
hidrodindmico médio das particulas em suspensédo. Isso significa que entre as
amostras RB02 e RB03 pode haver mudanca nao apenas de tamanho de particula,
mas também de morfologia, uma vez que a morfologia das nanoparticulas também
influencia no deslocamento do pico de absorbancia [104]. Percebe-se também que ha
diminuicdo da area sob a curva do espectro UV-VIS de 360 nm a 800 nm conforme
aumento da temperatura de sintese, indicando que, nas condi¢cdes estudadas,
temperaturas mais altas resultam em menor concentragdo de AuNPs, devido,
novamente, a precipitacdo das particulas no dispositivo ou a baixa converséo de sal.
As reacdes a 75°C e a 100°C ndo apresentaram pico de absorbancia em torno de

540 nm, indicando baixa concentracdo de AuNPs na suspenséo, 0 que justifica a
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auséncia de coloracdo das amostras.

4.1.4 Avaliacao de estabilidade

Duas amostras de mesmo lote de cada uma das reagbes RB02 e RBO3 foram
armazenadas pelo periodo de até 42 dias. Uma das amostras de cada sintese foi
armazenada a frio em geladeira e a outra a temperatura ambiente, ambas ao abrigo
da luz. Os espectros de absorbancia de luz das amostras RB02 e RB03 ao longo do
tempo para ambas as condigbes de armazenamento estdo mostrados nas figuras
Figura 31 e Figura 32, respectivamente.
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Figura 31 — Espectro de absorbancia de luz da amostra RB02 ao longo do tempo. A)
armazenada a temperatura ambiente; B) armazenada em geladeira.
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Figura 32 — Espectro de absorbéncia de luz da amostra RB03 ao longo do tempo. A)
armazenada a temperatura ambiente; B) armazenada em geladeira.

Ambas as amostras armazenadas a temperatura ambiente apresentaram
degradacdo significativa ao longo do tempo. Isso pode ser comprovado através da
diminuicdo da intensidade do pico de absorbancia em torno de 540 nm, que indica
diminuicdo da concentracdo de AuNPs em suspensdo ao longo do tempo. A
concentracdo diminui quando ha aglomeracdo e precipitacdo das particulas. Foi
possivel observar a formacéo de precipitado e a perda expressiva de cor nas amostras
armazenadas a temperatura ambiente ao longo do tempo. Ja nas amostras
armazenadas em geladeira, observou-se que ndo ha diminuicdo expressiva de
intensidade no pico de absorbancia de luz ao longo de 42 dias, indicando assim que
nao houve mudanca significativa na concentracdo de nanoparticulas e, portanto, as
amostras se mantiveram estaveis. Também ndo houve formacéao visivel de precipitado
ou alteracdo de cor nas amostras armazenadas em geladeira, confirmando a
estabilidade das suspensdes quando armazenadas nas condi¢des indicadas. O
aspecto visual de todas as amostras no dia zero e no dia 42 pode ser visualizado nas

figuras Figura 33 e Figura 34, respectivamente.
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Figura 34 — Amostras apos 42 dias de armazenamento. A) RB02 armazenada a temperatura
ambiente; B) RB02 armazenada sob refrigeracdo; C) RB0O3 armazenada a temperatura
ambiente; D) RB03 armazenada sob refrigeracao.

4.2 Reproducdao dareacdo classica de Turkevich

A reacdo classica de Turkevich para sintese de AuNPs a partir de NaCt e
cloreto de ouro (razdo molar 3:1) em reator tradicional foi adaptada ao microdispositivo
“‘Reator B” utilizando tempo de residéncia de 300 s (amostra “BTurk01”) e 900 s
(amostra “BTurk02”). Foram ajustados os tempos de residéncia de acordo com os

tempos de reagcdo comumente utilizados em literatura nas reacoes de Turkevich em
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sistemas de reatores classicos, de 5 minutos (300 s) [103] e 15 minutos (900 s) [107].

O aspecto visual dos produtos das reacfes pode ser visto na Figura 35.

Figura 35 — Aspecto visual das reagbes de Turkevich feitas no “Reator B”. A) tempo de
residéncia de 900 s (amostra BTurk02); B) tempo de residéncia de 300 s (amostra BTurk01).

A amostra BTurk01 (tempo de residéncia 300 s) apresentou coloracao cinza. A
mudanca de cor do produto de reacdo em relacdo as solu¢des dos reagentes indica
a presenca de nanoparticulas, mas ndo em concentragdo suficiente para a amostra
apresentar coloracéo tipica de AuNPs em suspensdo. De fato, a andlise de DLS
indicou a presenca de nanoparticulas, com meédia de tamanho de 146,7 nm
monodispersas (PD 0,109) e estaveis (potencial zeta -42,0), porém o espectro de
absorbéancia de luz, conforme grafico da Figura 36, ndo apresentou um pico bem

definido em torno de 540 nm, indicando baixa concentracdo de AuNPs.
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Figura 36 — Espectro de absorbancia de luz da amostra BTurkO1 (reacdo de Turkevich com
tempo de residéncia de 300 s).

Na amostra BTurk02 (900 s) ndo houve alteracao perceptivel de coloracao,
indicando auséncia de AUNPs em suspensao. Nao foi possivel analisar essa amostra
por DLS porque, mesmo sem diluicdo, a concentracdo de nanoparticulas estava
abaixo do limite de deteccdo do equipamento. Nota-se, no gréfico do espectro de
absorbancia da amostra BTurk02 na Figura 37, que ndo foi possivel detectar a

presenca de AuNPs em torno de 540 nm.
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Figura 37 — Espectro de absorbancia de luz da amostra BTurk02 (reagéo de Turkevich com
tempo de residéncia de 900 s).
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A sintese com tempo de residéncia mais baixo (maior velocidade linear e maior
Re) resultou na presenca de nanoparticulas em suspensdo, mesmo que em baixa
concentragdo, enquanto o aumento no tempo de residéncia nas mesmas condigoes
ndo resultou presenca de AuNPs em quantidade detectavel. Isso indica que, nas
condi¢cbes estudadas, o transporte de massa esta limitando a cinética de nucleacgéo
dos cristais, ou que as particulas apresentaram baixa estabilidade e precipitaram
dentro do dispositivo. Entende-se, dessa forma, que para viabilizar a reacdo de
Turkevich no microdispositivo, outras adaptacfes ao método classico devem ser

empregadas.

4.3 Método de Turkevich adaptado

4.3.1 Variagcdo da concentracdao inicial dos reagentes

A reducado do cloreto de ouro com apenas NaCt em excesso como agente
redutor, com tempo de residéncia de 300 s no dispositivo “Reator B”, foi repetida nas
mesmas condi¢bes do experimento BTurkO1, porém com os reagentes iniciais dez
vezes mais concentrados (mantendo a propor¢do NaCt:Ouro em 3:1 molar). A sintese
também foi feita com tempo de residéncia de 90 s, conforme estudo de Cardoso et al.
[96]. O resultado da analise de DLS das amostras resultantes dos experimentos
mencionados esta apresentado na Tabela 9 e o aspecto visual das amostras esta

mostrado na Figura 38.

Tabela 9 - Condi¢gBes de experimento e resultados das sinteses pelo método de Turkevich
adaptado com concentracgdes iniciais de NaCt de 7,5 mM e cloreto de ouro de 2,5 mM em
reacdo a 100 °C

Amostra Tempo de residéncia (s) Tamanho (nm) PD Zeta (mV)

BRob01 300 124,8 0,205 -36,8
BRob02 90 119,8 0,210 -34,2
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Figura 38 - Condicdes de experimento e resultados das sinteses pelo método de Turkevich
adaptado com concentracdes iniciais de NaCt de 7,5 mM e cloreto de ouro de 2,5 mM. A)
Amostra BRob01 (tempo de residéncia de 300 s); B) Amostra BRob02 (tempo de residéncia
de 90 s).

A mudanca visivel de coloracdo da amostra BRob01 em relacdo a amostra
BTurkO1 (feita nas mesmas condigbes, porém com menor concentracao inicial de
reagentes), indica maior concentragcdo de AuUNPs em suspenséo. A amostra BRob01
também apresentou tamanho de particula menor (124,7 nm contra 146,7 nm da
BTurk01). Esse resultado mostra que o aumento da concentracdo dos reagentes
favorece a sintese de AuNPs pelo método de Turkevich. A limitacdo de transferéncia
de massa, nesse caso, € superada pelo aumento da concentracao de moléculas de
sal de ouro e de NaCt, aumentando a probabilidade de colisdo dessas moléculas e,
consequentemente, aumentando a taxa de reagdo. O aumento da vazdo entre
BRob01 e BRob02 resultou na diminui¢cdo pouco significativa no tamanho de particula,
com PD e potencial zeta também semelhantes. Observou-se, porém, diferenca visivel
na coloracdo das amostras. O espectro de absorbéancia de luz das amostras BRob01
e BRob02 esta mostrado no gréafico da Figura 39.
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Figura 39 — Espectro de absorbancia de luz das amostras BRob01 (tempo de residéncia de
300 s) e BRob02 (tempo de residéncia de 90 s) de 360 nm a 800 nm

Pode-se observar o deslocamento do pico de absorbancia no sentido da luz
azul no espectro da amostra BRob02, mesmo com tamanho médio de particulas muito
proximo entre as duas amostras. E possivel que haja diferenca de morfologia entre as
particulas das amostras BRob01 e BRob02, o que justificaria a alteracdo de cor e 0
deslocamento do pico de absorbéncia, mesmo com particulas de tamanho médio

semelhante.

Para avaliar a conversao do sal de ouro, foi analisado o espectro de absorcao
de luz das amostras de 190 nm a 320 nm, sabendo que o cloreto de ouro apresenta
pico de absorbancia em torno de 220 nm [97]. O resultado dessa analise € mostrado

no gréfico da Figura 40.
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Figura 40 — Espectro de absorbancia de luz das amostras BRob01 (tempo de residéncia de
300 s) e BRob02 (tempo de residéncia de 90 s) de 190 nm a 320 nm.

A amostra identificada no gréafico da Figura 40 como “Ouro”, que é a solugao
de cloreto de ouro 2,5 mM utilizada nas sinteses BRob01 e BRob02, conforme
esperado, apresentou um pico de absorbancia bem definido em comprimento de onda
de 218 nm, confirmando a presenca do reagente. Ja nas amostras BRob01 e BRob02,
nao foi possivel identificar a presenca do cloreto de ouro, indicando que a conversao
do reagente em AuNPs foi de ao menos 95% (limite de sensibilidade do método) em

ambas as condi¢des de sintese.
4.3.2 Variacdo da temperatura de reacao

Mantidas as condi¢cdes de BRob02 quanto a concentracéo inicial de reagentes,
tempo de residéncia de 90 s e dispositivo “Reator B”, foi feita a variagdo na
temperatura de sintese de 25°C a 100°C. O aspecto visual das amostras obtidas é

apresentado na Figura 41.
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Figura 41 — Aspecto visual das amostras resultantes dos experimentos com NaCt 7,5 mM, sal
de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B” com variacdo de
temperatura. A) 25°C; B) 35°C; C) 45°C; D) 55°C; E) 65°C; F) 75°C; G) 85°C; H) 95°C; I) 100°C.
Imagem publicada em [1].

Nota-se que, com o aumento gradual da temperatura de reacdo, as amostras
resultantes das sinteses formam um gradiente de cores variando de roxo escuro (na
reacdo a 25°C), passando por uma tonalidade azulada (entre 55°C e 65°C), até rosa
(a partir de 75°C). Esse resultado indica, qualitativamente, que houve formacédo de
AuNPs em todas as condi¢cdes de sintese, porém com tamanho de particula e/ou
morfologia diferentes entre si. A Tabela 10 sintetiza os resultados quantitativos das

sinteses com variacdo de temperatura.

Tabela 10 — Resultados das sinteses dos experimentos com NaCt 7,5 mM, sal de ouro
2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B” com variacdo de temperatura.
Tabela publicada em [1].

Amostra T(°C) Tamanho(nm) PD Zeta(mV)

BRob03 25 19,1 0,350 -45,60
BRobT30 30 32,0 0,339 -36,46
BRobT45 45 64,9 0,277 -35,12
BRobT60 60 83,4 0,258 -34,94
BRobT75 75 107,5 0,227 -33,37
BRobT85 85 106,4 0,208 -35,61
BRobT95 95 108,4 0,219 -37,43
BRob02 100 119,8 0,210 -34,16

Todas as amostras apresentaram potencial zeta em modulo acima de 20 mV,

indicando boa estabilidade coloidal. As amostras obtidas a temperaturas mais
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préximas a ambiente resultaram em nanoparticulas de tamanho médio menor
(19,1 nm para sintese a 25 °C), indicando que o aumento da temperatura de reacéo,
nessas condicdes, favorece o crescimento do cristal sobre a nucleacdo. Porém,
segundo resultados de analise de DLS, menores temperaturas também resultaram em
particulas mais polidispersas, com PD de 0,350 para a sintese a 25°C. O gréfico da
Figura 42 mostra o aumento gradativo no tamanho de particula e a diminuicdo

gradativa na PD conforme aumento da temperatura de reacéao.
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Figura 42-Tamanho de particula e polidispersao das amostras resultantes dos experimentos
com NacCt 7,5 mM, sal de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B”
com variacao de temperatura de sintese. Imagem publicada em [1].

No grafico apresentado na Figura 42, nota-se que o0 aumento da temperatura
de reacao até 75°C resulta em aumento gradual do tamanho de particula e diminuigao
gradual da PD. A partir de 75°C, observa-se que o0 aumento da temperatura até 100 °C
nao afeta de forma significativa o resultado da sintese. O grafico da Figura 43 mostra

0 espectro de absorbancia das amostras em estudo.
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Figura 43 — Espectro de absorbéancia de luz das amostras resultantes dos experimentos com
NaCt 7,5 mM, sal de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B” com
variagdo de temperatura de sintese.

Com o0 aumento na temperatura de sintese de 25°C a 45°C h& o deslocamento
do pico de absorbancia no sentido da luz vermelha, indicando aumento no tamanho
das particulas em suspenséo, conforme observado nos dados de DLS da Tabela 10.
Nesse mesmo intervalo, nota-se que o aumento da temperatura resulta no aumento
da largura do pico, indicando aumento do PD. Esse resultado é contrario ao obtido
nas analises de DLS. A partir de 60°C, ndo ha deslocamento significativo no
comprimento de onda e na largura do pico de absorbancia, indicando que ndo ha
alteracdo significativa no tamanho das particulas e no PD. Esse resultado também
esta em desacordo com os dados obtidos das analises de DLS. Isso indica que ndo &
apenas o tamanho de particula que esta influenciando no comportamento da curva de
absorbancia, mas que pode haver também alteragdo de morfologia das AuNPs
presentes na suspensao. Esses resultados mostram também que a PD obtida nas
analises de DLS pode néo estar representando fielmente a realidade das amostras.
As férmulas mateméticas utilizadas para calculo de tamanho de particula e PD a partir
do espalhamento de luz incidente sobre as amostras na analise de DLS tém como
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premissa a presenca de nanoparticulas perfeitamente esféricas [108,109]. A presenca
de particulas de diferentes morfologias pode estar induzindo erro nos calculos da

andlise, portanto, é importante a utilizacdo de técnicas analiticas complementares

(como a microscopia eletronica, apresentada a seguir) para validacéo dos resultados.

Ainda no gréafico da Figura 43, nota-se que as areas sob as curvas do espectro
de absorbancia nos comprimentos de onda de 360 nm a 800 nm estdo todas na
mesma ordem de grandeza, o que mostra que a concentragdo de AuNPs e,
consequentemente, a conversdo do cloreto de ouro foi semelhante em todas as
sinteses realizadas nesse lote de experimentos. O grafico da Figura 44 mostra, no
espectro de absorbancia de luz em comprimentos de onda de 190 nm a 320 nm, que
de fato a conversao de sal de ouro foi de ao menos 95% em todas as reagdes, uma

vez que nao houve formacao de pico em torno de 220 nm em nenhuma das amostras.
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Figura 44 - Espectro de absorbancia de luz de 190 nm a 320 nm das amostras resultantes
dos experimentos com NaCt 7,5 mM, sal de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no
dispositivo “Reator B” com variagdo de temperatura de sintese.

A fim de observar a morfologia das AuNPs e validar os resultados obtidos nas
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analises de DLS, trés amostras foram selecionadas e analisadas por MET. As
amostras escolhidas foram das sinteses a 25°C, 60°C e 95°C, de modo a representar
toda a faixa de temperatura estudada, e as imagens obtidas por microscopia eletrénica

estdo apresentadas nas figuras Figura 45, Figura 46 e Figura 47, respectivamente.

s :

100 nm 50 nm

Figura 45 — Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo das AuNPs obtidas pela
sintese a 25°C. A) ampliagdo com escala de 100 nm; B) ampliagdo com escala de 50 nm.
Imagem publicada em [1].
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Figura 46 — Imagens de microscopia eletronica de transmissdo das AuNPs obtidas pela
sintese a 60°C. A) ampliacdo com escala de 200 nm; B) ampliagdo com escala de 100 nm.
Imagem publicada em [1].

Figura 47 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo das AuNPs obtidas pela
sintese a 95°C. Imagem publicada em [1].

Na Figura 45, observa-se que as AuNPs presentes na amostra da sintese a
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25 °C apresentam formato que varia entre oval e bastdo, com tamanho médio de
15,7 + 4,1 nm e aspecto de raio (R/r) de 1,4. O tamanho médio de particula para essa
mesma amostra obtido pelo DLS foi de 19,1 nm, portanto, considerando o desvio
padrdo obtido pela analise das imagens de microscopia, foi possivel validar os

resultados da analise de DLS para tamanho médio de particula nessa amostra.

Na Figura 46 € possivel visualizar que as AuNPs presentes na amostra da
sintese a 60°C apresentam morfologia variada, com predominancia de formas
hexagonais de 59,5%. A variagdo de tamanhos néo segue uma distribuicdo normal e
nota-se a presenca de grande quantidade de particulas de didametro em torno de
30 nm. A média, porém, € de 70,9 + 64,5 nm, sendo proxima do valor obtido no DLS
de 83,4 nm.

Nas imagens da Figura 47, € possivel observar uma variedade ainda maior de
morfologia e tamanho das particulas. Esses resultados mostram que o aumento da
temperatura de reagdo resulta em particulas de tamanho médio maior, com morfologia
menos uniforme e maior polidispersédo de tamanhos, e que os resultados de diametro
hidrodindmico médio obtidos no DLS sao representativos, mas ha limitacbes da

técnica analitica do DLS que apresentaram resultado de PD pouco confiaveis.

Dado que os produtos das sinteses a temperaturas abaixo de 65 °C
apresentaram coloracdo roxa, atipica de AuNPs esféricas obtidas em reatores
tradicionais, investigou-se mais a fundo se essas AuNPs eram de fato nanoparticulas
ou precursores de reacdes incompletas. Para tanto, o produto da sintese conduzida a
25 °C foi posicionado em banho a 100 °C por 1h para verificar se haveria continuidade
na reacao, que seria evidenciada através da mudanca de coloracdo. A Figura 48
mostra a suspensao antes e depois desse procedimento. Nota-se que nédo houve
nenhuma alterac&o visivel no produto de sintese apdés 1h a 100 °C, evidenciando,

mais uma vez, que se trata de uma reacédo completa e estavel.
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Figura 48 — Aspecto visual de amostra resultante da sintese de AUNPs com NaCt 7,5 mM, sal
de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B” conduzida a 25 °C. A)
Sem nenhum tratamento adicional; B) Apés 1h em banho a 100 °C.

Apesar dos dados de DLS, UV-vis e MET nao indicarem a presenca
significativa de aglomerados, para investigar mais a fundo se a coloracdo das
suspensdes que apresentaram tonalidade roxa ndo era devido a presenca de material
aglomerado, o produto da sintese conduzida a 25 °C foi avaliado na presenca de [3-
mercaptoetanol (substancia que possui grupamento tiol), segundo metodologia
descrita no Item 3.6.2. A Figura 49 mostra 0 aspecto visual, o espectro de absorbancia
UV-visivel e os resultados de potencial zeta e tamanho médio de particula da

suspensao antes e depois da adicdo de p-mercaptoetanol.
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Figura 49 - Amostra resultante da sintese de AuNPs com NaCt 7,5 mM, sal de ouro 2,5 mM,
tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B” conduzida a 25 °C, antes e depois da
adicdo de B-mercaptoetanol. A) aspecto visual; B) grafico de absorbancia UV-visivel, C)
resultado das andlises de potencial zeta e tamanho de particula.

Esperava-se que a adicdo de grupamentos tiol a suspensao causasse
aglomeracao e consequente precipitacdo das AuNPs, caso elas ndo estivessem ja
aglomeradas. O B-mercaptoetanol é capaz de deslocar a camada estabilizante de
NaCt, devido a alta afinidade do grupamento tiol pelo ouro, e ndo possui carga
suficiente para estabilizar de forma adequada as nanoparticulas, causando a
aglomeracdo e consequente precipitacdo [110]. Além de ter sido observada a
presenca de material precipitado na amostra tratada com B-mercaptoetanol, a Figura
49 mostra que houve alteracao de cor (de roxo para azul-acinzentado), diminuicéo no
pico de absorbéancia de luz em torno de 540 nm, diminuicao significativa do modulo do
potencial zeta e aumento significativo no tamanho meédio de particula apdés o
tratamento. Esse resultado indica que houve aglomeracao das particulas, reiterando
gue a suspensao estava anteriormente estabilizada e que, portanto, a coloragao roxa

nao era devido a presenca de nanoparticulas aglomeradas.

4.4  Sintese de AuNPs com acido tanico

Para verificar a possibilidade de obtencédo de AuNPs de outros tamanhos e
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morfologias utilizando o mesmo dispositivo “Reator B”, foi estudada a sintese de
AuNPs utilizando acido tanico como agente redutor. O &cido tanico, componente
polifendlico contendo 25 extremidades redutoras, além de ser ambientalmente
amigavel [111] e apresentar propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas [112],
€ também um bom agente redutor e de estabilizador para sintese de nanoparticulas
metalicas [111], sendo capaz de ser utilizado para sintese eficiente de AuNPs a

temperatura ambiente [113], mesmo em baixas concentragdes [104].

Utilizando como ponto de partida as condi¢cbes das sinteses com NaCt no
microdispositivo “Reator B” que apresentaram melhores resultados (tempo de
residéncia 90s e sal de ouro 2,5 mM), foram feitas sinteses de AuNPs utilizando acido
tanico como agente redutor e estabilizador, a temperatura ambiente, em
concentragdes variando de 0,01 mM a 0,20 mM, conforme metodologia descrita no
Item 3.7. Os resultados de aspecto visual, tamanho de particula, polidispersao e
potencial zeta dos produtos de sintese resultante desses experimentos estdo
resumidos na Tabela 11, os espectros de absorbancia de luz UV-visivel estédo
mostrados na Figura 50.

Tabela 11 - Resultados das sinteses de AuNPs com &cido tanico como agente redutor e
estabilizador em diferentes concentrages, utilizando sal de ouro 2,5 mM, temperatura
ambiente, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B”.

Acido tanico (mM) 0,01 0,02 0,05 0,10 0,15 0,20

Aspecto
visual

Tamanho (nm)

99,1

105,8

86,1

91,4

89,9

Polidispersdo

0,193

0,173

0,200

0,196

0,198

Zeta (mV)

-32,76

-47,68

-24,19

-13,52

-10,97
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Figura 50 — Espectro de absorbéncia UV-visivel das sinteses de AuNPs conduzidas a
temperatura ambiente no dispositivo “Reator B” com tempo de residéncia de 90s a sal de ouro
2,5 mM, com diferentes concentracdes de acido tanico como agente redutor e estabilizador.

Na Tabela 11, percebe-se que quanto maior a quantidade de &cido tanico, mais
intensa € a coloracdo vermelha da suspensdo resultante, indicando maior
concentracdo de AuUNPs. As sinteses conduzidas com menores quantidades de acido
tanico (0,01 mM e 0,02 mM) apresentaram maior tamanho de particula (99,1 nm e
105,8 nm, respectivamente), enquanto as sinteses conduzidas com acido tanico entre
0,05 mM e 0,20 mM apresentaram tamanho de particula e polidispersidade
semelhantes entre si. O potencial zeta, porém, néo foi satisfatorio nos produtos das
sinteses com 0,15mM e 0,20 mM &cido tanico (-13,52mV e -10,97 mV,
respectivamente), indicando baixa estabilidade coloidal, ratificada pela observacéo de
material precipitado apds pouco tempo de repouso. Esse resultado esta de acordo
com dados da literatura, que mostram que o aumento na quantidade de acido tanico
tende a favorecer a nucleagdo nos estagios iniciais da sintese de AuNPs, mas

rapidamente a taxa de crescimento dos cristais ultrapassa a de nucleacéo, resultando
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em baixa estabilidade coloidal [104]. Além disso, pelo grafico da Figura 50, nota-se
gue guanto maior a concentracao inicial de acido tanico, maior é o blueshift dos picos
de absorbancia. Como ndo ha aumento significativo no tamanho das particulas e nem
alteracdo de cor (que poderia indicar variagdo de morfologia) conforme aumento da
concentracdo de acido tanico, o blueshift pode ser associado a aglomeracédo das
particulas devido a maior instabilidade coloidal. Isso também se confirma ao observar
a area sob a curva de absorbancia da amostra resultante da sintese com acido tanico
a 0,20 mM, que, apesar da coloracdo intensa que poderia ser associada a alta
concentracdo de AuNPs, apresenta menor area em relacéo as curvas de 0,05 mM,
0,10mM e 0,15mM devido a precipitacdo rapida e significativa de material

particulado.

Com excecao do produto de reacdo com &cido tanico 0,20 mM, que apresentou
intensa precipitacdo, quanto maior a concentracado de agente redutor, maior a area
sob o pico de absorbancia na Figura 50, indicando maior concentracdo de AuNPs e,
portanto, maior conversao de sal de ouro. Para confirmar esse indicativo, foi analisada
a conversdo de sal de ouro através de espectrofotometria UV-visivel em
comprimentos de onda entre 190 nm e 320 nm (segundo metodologia descrita no Item

3.7), conforme Figura 51.
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Figura 51 — Espectro de absorbancia de luz entre 190 nm a 320 nm das amostras resultantes
das sinteses com sal de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B”
a temperatura ambiente utilizando diferentes concentracdes iniciais de acido tanico como
agente redutor e estabilizador.

Através do grafico da Figura 51, observa-se que para sinteses com
concentracéo inicial de acido tanico de até 0,10 mM, quanto maior a concentracao
inicial de &cido tanico, maior a converséao de sal de ouro. Para concentracdes iniciais
a partir de 0,10 mM, porém, ndo ha diferenca significativa na conversdo de sédo de

ouro, sendo que nas trés concentracdes mais altas a conversao ultrapassa 95%.

441 Sinteses com acido tanico e citrato de sodio

Para alcancar uma melhor estabilidade das nanoparticulas resultantes das
sinteses com acido tanico, foram estudadas rea¢cées com 4cido tanico como agente
redutor na presenca de NaCt. Foram mantidas as principais condi¢cdes de reacgéo
(tempo de residéncia de 90s, sal de ouro 2,5 mM, temperatura ambiente, dispositivo
“‘Reator B”), fixando a concentracéo inicial de acido tanico em 0,10 mM e variando a

concentracdo de NaCt entre 1,25 mM e 7,5 mM, conforme metodologia descrita no



101

Iltem 3.7.1. A concentracdo de acido tanico de 0,10 mM foi escolhida para esses
experimentos por ter apresentado boa taxa de conversao de sal de ouro e baixa
precipitagdo de material particulado. Os resultados de aspecto visual, tamanho de
particula, polidispersédo e potencial zeta dos produtos de sintese resultante desses
experimentos estdo resumidos na Tabela 12, os espectros de absorbancia de luz UV-

visivel estdo mostrados na Figura 52.

Tabela 12 - Resultados das sinteses de AuNPs com acido tanico 0,10 mM como agente
redutor e diferentes concentracdes de NaCt como agente estabilizador, utilizando sal de ouro
2,5 mM, temperatura ambiente, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B”. Dados
publicados em [1].

NaCt (mM) 1,25 2,5 5,0

e = -
Aspecto
visual
Tamanho (nm) 85,7 79,5 47,2
Polidispersdo 0,207 0,225 0,323
Zeta (mV) -35,07 -42,22 -44,84
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Figura 52 — Espectro de absorbancia de luz dos produtos das sinteses de AUNPs com acido
tanico 0,10 mM como agente redutor e diferentes concentragbes de NaCt como agente
estabilizador, utilizando sal de ouro 2,5 mM, temperatura ambiente, tempo de residéncia de
90 s no dispositivo “Reator B”.

A sintese conduzida com acido tanico 0,10 mM e NaCt 7,5 mM, apresentou
coloracdo, tamanho de particula e polidispersdo muito préximos da sintese com NaCt
7,5 mM sem acido tanico nas mesmas condicdes (sal de ouro 2,5 mM, temperatura
ambiente, tempo de residéncia de 90 s no dispositivo “Reator B”, conforme resultado
apresentado no Item 4.3.2), indicando que o NaCt tende a ser o agente redutor
preferencial em relacéo ao acido tanico. Pelo aspecto visual das amostras, nota-se
gue quanto maior a quantidade de NaCt, mais a tonalidade da suspensao varia do
vermelho ao roxo. Essa mudanca na coloracdo condiz com o blueshift do pico de
absorbancia em torno de 540 nm, mais acentuado conforme maior a quantidade inicial
de NaCt. No grafico da Figura 52, observa-se também um alargamento do pico de
absorbancia conforme aumento da quantidade de NaCt, indicando maior
polidispersao de tamanhos das particulas, estando de acordo com os resultados de

polidispersao obtidos por DLS, mostrados na Tabela 12.
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Com o aumento da concentracdo inicial de NaCt, nota-se também uma
diminuicdo no tamanho médio das particulas e aumento no modulo do potencial zeta.
Isso indica que maiores quantidade de NaCt favorecem a nucleacdo e melhoram
significativamente a estabilidade coloidal, provavelmente devido a presenca de uma
camada maior de moléculas de citrato (carregadas negativamente) protegendo as
particulas da agregacdo como consequéncia da repulsdo eletrostatica. De fato, ndo
foi observado material precipitado em nenhum dos produtos de reagdo nos
experimentos com acido tanico na presenca de NaCt. Esse resultado indica que o
blueshift nos picos de absorbancia dos produtos de reacdo com maiores
concentracfes iniciais de NaCt ndo pode ser explicado pela aglomeracdo das
particulas, podendo, entdo, indicar que essa alteracdo pode ser dada por uma
diferenca de morfologia. A Figura 53 mostra as imagens de MET dos produtos de
reacdo desse bloco de experimentos, evidenciando a variacdo na morfologia das

particulas.

500 nm m_ ) 100 nm

Figura 53 — Imagens de TEM dos produtos das sinteses realizadas utilizando acido tanico
0,10 mM com diferentes concentracdes de NacCt, variando em: A e B) 1,3 mM; C e D) 2,5 mM,;
E e F) 5,0 mM; G e H) 7,5 mM. Imagem publicada em [1].

Nas imagens de microscopia da Figura 53, observa-se que a sintese realizada
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com NacCt 1,3 mM resultou predominantemente em AuNPs dendriticas com diferentes
graus de ramificacdo (Figura 53A e B). Variacdes dessa morfologia especifica ja foram
vistas na literatura e tém potencial para serem utilizadas em aplicagdes eletronicas e
de sensoriamento [53,94,114]. As reagbes com NaCt 2,5mM resultaram
principalmente em esferas com diametro médio de 79,5 nm (Figura 53 C e D). As
sinteses realizadas com NaCt 5,0 mM resultaram em formas irregulares sem
morfologia predominante (Figura 53 E e F). Por fim, as sinteses realizadas com NaCt
7,5 mM produziram particulas em forma de girino (Figura 53 G e H). AuNPs em forma
de girino foram relatadas anteriormente na literatura [115—-118] e ha evidéncias de que
essa estrutura particular possa ser resultado do crescimento de cristais partindo de
ndcleos de particulas com outras morfologias [115]. Estudos de aplicacdo AuNPs de
morfologias complexas, como girinos e dendritos, sdo escassos na literatura, porém,
a sintese de novas nanoestruturas metalicas pouco conhecidas tem a sua
importancia, pois essas estruturas podem exibir uma ampla gama de propriedades
elétricas e oticas Unicas e que podem encontrar aplicacdes em areas diversas, como

nanodispositivos, biomateriais e eletroquimica [117,118].

Todas as sinteses dessa batelada de experimentos com acido tanico na
presenca de diferentes concentracdes de NaCt apresentaram conversado de sal de

ouro similar entre si e superior a 95%, conforme grafico da Figura 54.
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Figura 54 — Espectro de absorbéncia de luz entre 190 nm a 320 nm das amostras resultantes
das sinteses com acido tanico 0,10 mM, sal de ouro 2,5 mM, tempo de residéncia de 90 s no
dispositivo “Reator B” a temperatura ambiente utilizando diferentes concentragdes iniciais de
NaCt como agente estabilizador.

4.5 Funcionalizacdo da superficie das AuNPs com proteinas

4.5.1 Funcionalizacdo com r-GFP

A fim de avaliar a interacdo das particulas sintetizadas com biomoléculas de
interesse farmacéutico, primeiramente foi estudada a adsorcdo da proteina
recombinante modelo GFP (rGFP) na superficie de diferentes AuNPs, segundo
metodologia descrita no Item 3.9.1. Nesse estudo, foram selecionados trés grupos de
AuNPs com diferentes caracteristicas de tamanho e morfologia. Dois dos grupos
selecionados foram produzidos pelo método de Turckevich adaptado ao
microdispositivo, utilizando NaCt como agente redutor e estabilizador. O primeiro
grupo de AuNPs apresenta tamanho médio de 19,1 nm e formato de bastao,

produzido a 25 °C (nomeado “NaCt25”), e o segundo apresenta tamanho médio de

108,4 nm e alta polidispersdo de tamanhos e morfologias, produzido a 95 °C
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(nomeado “NaCt95”), conforme experimentos descritos no Item 4.3.2, cujas principais
caracterizacdes encontram-se resumidas na Tabela 10. O terceiro grupo foi produzido
utilizando &cido tanico 0,10 mM na presenca de NaCt 1,25 mM, apresentando
tamanho médio de 79,5 nm e morfologia predominantemente esférica (chamado de
“TA+NaCt”), conforme experimentos descritos no Item 4.4.1. Esses grupos foram
selecionados de modo a representar uma faixa significativa de tamanhos e
morfologias distintas. O grafico da Figura 55 mostra as curvas de adsor¢édo de rGFP
para os diferentes grupos de AuNPs.
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Figura 55 — Curvas de adsorcdo de rGFP na superficie de AuUNPs com caracteristicas de
tamanho e morfologia distintas. NaCt25) bastdes com tamanho médio de 19,1 nm; NaCt95)
formas variadas com tamanho médio de 108,4 nm; TA+NaCt) esferas com tamanho médio de
79,5 nm.

Pelo gréfico da Figura 55, observa-se que o grupo NaCt25 apresenta maior
capacidade de adsorcao para concentracdes de equilibrio a partir de 0,02 pg GFP/pL.
Essa maior capacidade de adsorcdo pode ser associada ao menor tamanho de

particula entre os trés grupos estudados, tendo, assim, possivelmente, maior area de
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superficie, tornando esse grupo capaz de adsorver maior quantidade de moléculas de
rGFP por area. A hipétese da maior area de superficie, porém, é uma aproximacao,
uma vez que ela é dependente ndo apenas do tamanho das particulas, mas também
da sua morfologia, que difere no caso dos trés grupos de particulas estudados nesse
ensaio. Os grupos NaCt95 e TA+NaCt, porém, ndo apresentam diferenca significativa
na capacidade de adsorcdo, mesmo apresentando média de tamanhos diferentes.
Essa caracteristica pode ser devido ao fato de que as propriedades quimicas de
superficie (por exemplo, o tamanho da camada de &tomos com carga negativa ao
redor das AuNPs e a hidrofilicidade das particulas [119]) das particulas estabilizadas
por excesso de NaCt e das estabilizadas simultaneamente por NaCt e acido tanico
podem ser diferentes entre si, influenciando na interacdo AuNP-proteina. Além disso,
outros fatores associados a morfologia das AuNPs também podem influenciar na
capacidade de adsor¢cdo, como por exemplo a curvatura da particula, fazendo com
que particulas com menor curvatura de superficie tendam a apresentar maior

capacidade de adsorcao de proteinas [119].
4.5.2 Funcionalizagdo com RBD

A fim de avaliar uma possivel aplicacdo das AuNPs produzidas como
plataforma vacinal, foi testada a funcionalizacdo da superficie de quatro grupos de
AuNPs com a proteina Receptor Binding Domain (RBD), antigeno do virus SARS-
CoV-2, para formulagéo de vacinas contra Covid-19. Nessa estratégia de formulacao,
as AuNPs atuam como vetores para carreamento das proteinas RBD, podendo
apresentar multiplas cépias de antigeno carregadas por uma mesma particula,
evocando o efeito multivalente e potencializando a resposta imunolégica [63]. Foram
escolhidos grupos de AuNPs produzidos com NaCt como agente redutor que
apresentam diferentes médias de tamanhos: 30,9 nm (M25), 50,5 nm (M45), 82,3 nm
(M60) e 129,2 nm (M95). A Figura 56 mostra imagens de MET caracterizando a
morfologia de cada um desses grupos de particulas. Conforme discutido nos
resultados apresentados no Item 4.3.2, os grupos escolhidos representam néo apenas
tamanhos distintos, mas também morfologia e polidispersdo morfologica e de

tamanhos variada. A Tabela 13 mostra a caracterizacdo do tamanho médio de
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particula e dispersdo de tamanhos de cada grupo de AuNPs antes e apoés a
funcionalizacéo por RBD, analisador por DLS (em numero). Esses mesmos grupos

foram escolhidos para avaliacédo in vivo.

M25 M45 M60

P

&

100 nm

Figura 56 — Imagens de MET das amostras M25, M45, M60 e M95 utilizadas nos ensaios
funcionalizagéo das AuNPs com RBD. Imagem publicada em [2].

Tabela 13 — Tamanho de particula e dispersao de tamanhos das amostras M25, M45, M60 e
M95 antes e depois da interacdo com a proteina RBD (DLS é apresentado em numero).
Tabela publicada em [2].

Diametro Hidrodinamico
Média (hnm) | D 10% (nm) D 50% (nm) D 90% (nm)
M25 30,9+0,5 1,3+0,2 28,1+1,9 61,4+2,1
M45 50,5+1,8 17,1+2,9 49,1+1,5 68,1+7,1
M60 82,3+2,7 329+1,4 73,7+0,7 90,3+8,5
M95 129,2+2,2 69,9+2,9 126,1+0,9 196,2+10,9
M25+RBD | 42,5%+3,5 20,2+4,8 40,0+ 6,0 62,0+6,9
M45+RBD | 73,1%5,7 55,1+9,5 77,589 94,3+ 14,2
M60+RBD | 110,3+11,5| 70,7+6,9 87,6+12,2 1459+12,3
M95+RBD | 132,1+17,8 | 115,2+17,0 126,5+11,7 158,6 +13,5

Amostra

Os resultados mostrados na Tabela 13 mostram que hd um aumento de
tamanho das AuNPs antes e depois da funcionalizagdo com RBD, evidenciando a
presenca da corona proteica [120]. Supde-se que a interacao entre as nanoparticulas
de ouro e a proteina RBD ocorre via grupo tiol, uma vez que RBD possui aminoacidos
cisteina altamente reativos em sua composicéo [121] e que AuNPs possuem alta

afinidade por grupos tiol, tendendo a formar ligagces covalentes [63]. Essa hipotese é
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evidenciada pelo perfil das curvas de isoterma de adsor¢céao apresentadas na Figura
57.

N
[=}

s @ <Ml M25
S e X
f ............ a6 MAS
E:L" 4,0 . ..--‘: ,,,,,,,,,,, . ve @ M60
@ O LT LT L PO LT LT L LR o5
&= O
= T.m
2 K
o 3,0 |7
ug i
o 5
2 n
® ]
g 2,0 B
@ t
® B
210 |
[}
) n
o

0,0 I

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1

Concentragdo de equilibrio (pg/pL)

Figura 57 — Curvas de adsor¢édo de RBD na superficie de AuNPs dos grupos M25, M45, M60
e M95. Imagem publicada em [2].

As curvas de adsorcdo apresentadas na Figura 57 mostram que, embora as
diferentes AuNPs tenham uma capacidade maxima de adsorcéo distinta devido a
variacao na area de superficie e curvatura (ja que diferem em tamanho e morfologia),
0s quatro grupos de AuNPs estudados foram capazes de adsorver fortemente todas
as proteinas RBD até sua saturacéo limite. Isso também € evidenciado pela auséncia
de proteina livre em solucdo em concentracdes abaixo do limite de saturacéo
encontrado para todas as nanoparticulas. Esta € uma informagédo crucial, pois,
conhecendo o Ilimite de saturacdo (capacidade maxima de ligacdo) das
nanoparticulas, é possivel garantir que os grupos de AuNPs escolhidos podem carrear
a quantidade desejada de RBD durante a avaliagéo in vivo do desempenho da vacina,

que é formulada com 0,52 pg RBD/uL AuNP.

4.6. Estudosin vitro ein vivo

O objetivo dos estudos in vivo foi determinar se a inclusédo de diferentes grupos
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de nanoparticulas (M25, M45, M60 e M95) em uma formulacdo de vacina contra
SARS-CoV-2 poderia aumentar a imunogenicidade do antigeno, a fim de induzir altos
titulos de anticorpos com forte capacidade neutralizante. Para isso, primeiramente a
formulag@o contendo o complexo M95+RBD foi comparada em relagéo a eficiéncia
com formulac¢des contendo apenas RBD. O grupo M95 foi selecionado devido a alta
polidispersdo de tamanhos e morfologias das AuNPs presentes em uma mesma
amostra, contendo, assim, uma distribuicdo ampla de tamanhos e forma que engloba
0os demais grupos de AuNPs estudados. Grupos de 5 camundongos fémeas com
idade de 6-8 semanas foram imunizados por via subcutanea com 3 doses das nossas
formulacdes de vacina, administradas com intervalos de 14 dias. Observou-se que a
presenca de AuNPs permitiu um ganho substancial tanto na quantidade quanto na
qualidade dos anticorpos induzidos, conforme mostrado na Figura 58, uma vez que,
apos 3 doses de imunizacao, os titulos de 1gG observados para M95+RBD foram mais
altos do que os obtidos com as formula¢des apenas com RBD (Figura 1 B). A analise
das subclasses de IgG revelou que a formulagdo M95+RBD induziu um perfil misto de
subclasses, com titulos de 10 para IgG: e 10?2 para IgG2, mas nenhuma diferenca
significativa na afinidade anticorpo-antigeno foi observada quando os soros de ambos
0S grupos tiveram seus titulos normalizados e foram avaliados por ELISA na presenca
de tiocianato de amonio (Figura 58 C-D). Mostrou-se, assim, que apenas 0s soros dos
animais imunizados com M95+RBD foram capazes de neutralizar eficientemente
particulas virais in vitro até uma diluicdo de 1/160, ao contrario do observado para 0s
soros dos animais imunizados com RBD, que n&o conseguiram neutralizar
adequadamente o SARS-CoV-2 in vitro (Figura 58 E).
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Figura 58 — Imunizacao piloto para avaliar o potencial da formulagdo contendo M95+RBD.
Camundongos C57/BI-6 com idade de 6 a 8 semanas (n=5/grupo) receberam, por via
subcuténea, 10 pg de RBD conjugado ou ndo a AuNPs. Os titulos de anticorpos IgG
especificos para o0 RBD foram avaliados por ensaio de ELISA com soros obtidos 13 dias ap6s
cada administracdo da dose. A) desenho do esquema de vacinagdo realizado; B) titulos de
IgG anti-RBD totais gerados 14 dias ap0s cada dose da vacina, obtidos por ELISA; C) titulos
das subclasses IgG: e IgG2c nos soros obtidos apds a administracéo da terceira dose, medidos
por ELISA; D) afinidade dos anticorpos anti-RBD pelo antigeno-alvo por incubacdo com
diferentes quantidades de tiocianato de amonio. Nos ensaios de ELISA, os valores
representam a média * erro padrao dos valores de absorbancia obtidos em um ensaio com
soros individuais de camundongos, em duplicata, para cada formulacdo. Os valores
observados no grupo controle de solugéo salina (média + 2x desvio padrdo) foram subtraidos
dos demais grupos experimentais. As diferencas estatisticas sao indicadas no grafico. *p <
0,01; por ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni; E) avaliacdo do potencial
neutralizante de anticorpos especificos anti-RBD. A neutralizagdo viral foi realizada em
duplicata para cada diluicdo. O ensaio considerou apenas 100% de neutralizacado viral, sendo
destacada na figura a ultima diluicido em que nenhuma morte celular foi observada.
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Apoés avaliar que a presenca de AuNPs teve uma contribuicdo positiva na
imunogenicidade da formulacdo da vacina, buscou-se determinar se as AuNPs de
diferentes tamanhos e morfologias também poderiam impactar a eficiéncia da vacina.
Para isso, foi realizada uma imunizagdo com camundongos fémeas de 6-8 semanas
de idade, administrando 3 doses de vacinas formuladas com os complexos M25+RBD,
M45+RBD, M60+RBD e M95+RBD (repeticdo) por via subcutanea com intervalos de
14 dias, seguindo o regime de vacinagéo descrito na Figura 59 A. Os animais foram
imunizados em cada dose com 10 pug de RBD, sozinha ou combinada com 10 pg dos
diferentes grupos de AuNPs. Um grupo adicional recebeu solucdo salina como
controle. Semelhante ao que foi observado no experimento anterior (Figura 58 B), foi
observado que todas as formulagdes de vacina contendo AuNPs induziram uma
resposta mais forte de IgG em relagéo a RBD sozinha. I1sso ocorreu de forma dose-
dependente, com o pico de titulacdo de IgG apds a terceira dose (Figura 59 B). Vale
ressaltar que apenas 0s camundongos imunizados com M45+RBD e M60+RBD
apresentaram titulos de IgG significativamente mais altos do que os induzidos apenas
pela RBD.
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Figura 59 — Imunizacdo para avaliar o potencial vacinal de diferentes formulagbes de
AuNP+RBD. Camundongos C57/BI-6 com idade de 6 a 8 semanas (n=5/grupo) foram
imunizados por via subcutanea com 10 pg de RBD isolada ou conjugada a AuNPs dos
diferentes grupos. Os titulos de anticorpos IgG especificos para o RBD foram avaliados por
ensaio de ELISA com soros obtidos 13 dias apds cada administracao da dose. A) regime de
vacinagao utilizado na imunizacgdo; B) ensaio de ELISA para determinar os titulos de IgG anti-
RBD totais gerados 14 dias apés cada dose da vacina; C) titulos das subclasses IgG; e 1gG2c
nos soros obtidos apds a administracdo da terceira dose, medidos por ELISA. Para todos os
ensaios de ELISA, os valores representam a média + erro padrao dos valores de absorbancia
obtidos em um ensaio com soros individuais de camundongos, em duplicata, para cada
formulacao. Os valores observados no grupo controle de solucao salina (média + 2x desvio
padrdo) foram subtraidos dos demais grupos experimentais. As diferencas estatisticas séo
indicadas no gréfico. **p < 0,01; *** p < 0,001 por ANOVA de duas vias com poés-teste de
Bonferroni; D) avaliacdo do potencial neutralizante de anticorpos especificos anti-RBD. A
neutralizacao viral foi realizada em duplicata para cada diluicdo. O ensaio considerou apenas
100% de neutralizagéo viral, sendo destacada na figura a Gltima diluicio em que nenhuma
morte celular foi observada. Imagem publicada em [2].

Por fim, foi avaliada a capacidade dos anticorpos séricos anti-RBD produzidos
em camundongos imunizados com as formulagGes vacinais testadas de neutralizar

particulas do SARS-CoV-2 em condi¢cdes in vitro. Para esse propoésito, soros
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inativados de cada grupo de imunizacdo foram diluidos em série em duplicatas e
expostos a particulas virais antes de serem transferidos para células Vero cultivadas.
Todas as formulagbes de AuNP foram capazes de induzir anticorpos com maior
capacidade de neutralizagdo em comparacdo com RBD isolada (Figura 59 D). Além
disso, ndo apenas as formulacbes M45+RBD e M60+RBD induziram titulos mais altos
de IgG do que em camundongos imunizados com RBD purificado, mas também
induziram anticorpos altamente neutralizantes capazes de bloquear a infeccdo pelo
SARS-CoV-2 em diluicbes de até 1/1.280. A explicacdo para esse resultado é
provavelmente multifatorial, abrangendo desde as caracteristicas das coroas
proteicas, que variam de acordo com o tamanho e a morfologia das AuNPs, até o
sistema imunoldgico animal, que é estimulado de forma diferencial de acordo com as
caracteristicas fisicas das particulas. O tamanho é um fator importante, uma vez que
nanoparticulas de tamanho semelhante ao viral (tipicamente na faixa de 50-100 nm)
podem entrar nos linfonodos com facilidade, onde as respostas imunes adaptativas
sdo iniciadas. Tipicamente, nanoparticulas dentro dessa faixa de tamanho também
podem ser processadas de maneira mais eficiente por células dendriticas [122]. O
revestimento proteico (corona) de nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos e
formas também pode apresentar espessura e densidade diferentes. A corona proteica
€ 0 que é "visto" pelas células e pode influenciar fortemente a resposta imune induzida
[120]. Nanoparticulas de ouro muito grandes (>80 nm) podem apresentar
caracteristicas superficiais semelhantes a superficies planas, onde multiplas camadas
de proteinas sédo formadas, incluindo uma variedade de mudangas conformacionais
gue podem ser ideais no contexto da apresentacéo antigénica. As caracteristicas da
corona proteica podem ajudar a explicar os resultados encontrados aqui, uma vez que
as nanoparticulas M45 e M60 mostraram valores de tamanho e polidispersidade que
parecem ser mais adequados para conferir maior imunogenicidade as formulacdes
vacinais. Enquanto as nanoparticulas M25 parecem ser muito pequenas e
homogéneas para uma apresentacdo antigénica eficiente, a M95 pode ser muito

grande e polidispersa para induzir efeitos semelhantes.

Coletivamente, esses resultados destacam a relevancia das nanoparticulas de

ouro como plataformas de entrega de antigenos para o desenvolvimento de



115

formulacbes vacinais, uma vez que as AuNPs apresentaram desempenho
consistentemente superior em comparacdo com RBD isolada na inducdo de
anticorpos de alta qualidade e alto titulo que bloqueiam efetivamente a infec¢éo viral
in vitro. Esse efeito comum a todas as formulacdes de AuNP provavelmente pode ser
atribuido ndo apenas a geometria das nanoparticulas, mas também a multimerizacao
do antigeno, uma vez que a apresentacao lado a lado pode ser reconhecida como um
padrdo molecular associado a patdgenos (PAMP) e desencadear respostas imunes
de maneira mais adequada [123-125]. Além disso, a multimerizacdo pode permitir
uma melhor interacéo dos antigenos com os BCRs (receptores de células B), atuando
como uma ligacao cruzada entre esses receptores e, assim, levando a ativacao celular
[126].

E importante salientar que a melhora substancial na eficiéncia imunoldgica aqui
observada foi obtida sem a inclusdo de quaisquer adjuvantes convencionais na
formulacéo, confirmando que as nanoparticulas de ouro sao, de fato, uma plataforma
promissora para a entrega de antigenos, visando expandir a aplicabilidade das
vacinas de subunidades.

4.7. Estudos de estabilidade dos complexos AuNPs+RBD

Dado o melhor desempenho imunolégico obtido pelas formulagcdes com
M45+RBD e M60+RBD, a estabilidade desses complexos foi avaliada por
espectrofotometria UV-visivel ao longo de 15 dias, considerando que dados de
estabilidade sédo fundamentais para avaliacdo de qualquer produto farmacéutico. Os

resultados dessa avaliacdo estdo mostrados nos graficos da Figura 60.
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Figura 60 — Andlise espectrofotométrica das nanoparticulas funcionalizadas com RBD apds
0, 5 e 15 dias de armazenamento a 4°C. A) M45+RBD; B) M60+RBD. Imagem publicada em
[2].

O acompanhamento de 15 dias demonstrou que nao foram observadas
diferencas significativas na espectroscopia UV-visivel ao longo desse periodo,
sugerindo que essas sao formulagfes estaveis e adequadas para o armazenamento
em condi¢des refrigeradas. Aléem disso, a auséncia de material precipitado nas

amostras ao longo do tempo também reforca a boa estabilidade das formulacdes.

Apesar dos complexos terem demonstrado boa estabilidade, curiosamente as

andlises de DLS por intensidade indicaram tamanho médio de particula de
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825,4+10,88 nm (contra 73,1+£6,09nm nos resultados por numero) e
888,5 + 28,64 nm (contra 110,3+12,81nm) para as amostras M45+RBD e
M60+RBD, respectivamente. Particulas grandes tendem a precipitar rapidamente
devido a forte atracdo entre elas, consequéncia de uma menor &rea superficial e,
portanto, menor camada de solvatacdo de ions carregados que tendem a se repelir
por interacdes eletrostaticas [127]. Como ndo foi observada baixa estabilidade ou
precipitacdo dos complexos, foi levantada a hipétese de que as particulas maiores de
800 nm identificadas na analise de DLS por intensidade eram resultado de interacdes
eletrostaticas fracas entre as proteinas da corona proteica. Para testar essa hipotese,
foi adicionado 1M de NaCl as amostras M45+RBD e MG60+RBD, conforme
metodologia descrita no Item 3.9.2.1, e analisado o tamanho das particulas por
intensidade de DLS na presenca de sal. A Tabela 14 mostra o resultado dessa andlise.

Tabela 14 — Resultado de tamanho médio de particula na auséncia e na presenca de NaCl
1M por numero e por intensidade utilizando DLS para os complexos M45+RBD e M60+RBD

Tamanho por intensidade (nm) Tamanho por nimero (nm)
Amostra Sem NaCl Com NaCl Sem NaCl Com NaCl

adicional adicional adicional adicional
M45+RBD 825,4+10,88 101,8 £ 10,31 73,1+ 6,09 70,4 +5,76
M60+RBD 888,5 + 28,64 120,0 £ 12,33 110,3+12,81 100,7 £ 10,23

A presenca de quantidades acima de 500 mM de sal tende a aumentar a
solubilidade de proteinas desfazendo as ligacOes eletrostaticas fracas entre elas
(efeito salting-in) [128]. Na presenca de NaCl 1M, houve diminuicéo significativa no
tamanho das particulas na analise de DLS por intensidade para ambas as amostras.
Em relacdo ao DLS por numero, ndo houve alteracdo significativa do resultado na
presenca de sal. Isso mostra que havia uma baixa particulas interagindo fracamente
entre si em quantidade insuficiente para alterar o resultado em namero, mas que
apresentavam tamanhos grandes (por isso a alteracdo por intensidade, uma vez que
o espalhamento de luz é proporcional ao tamanho x10°6[108]). A adicdo de sal desfez
esses aglomerados, o que indica que eram, de fato, interacdes fracas. Essas

interacOes fracas justificam o fato de ndo haver precipitacdo mesmo com particulas
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gue aparentavam ser muito grandes.

4.8. Estudos de citotoxicidade in vitro

Estudos recentes tém demonstrado que as nanoparticulas de ouro possuem
caracteristicas de seguranca adequadas para aplicac6es biomédicas [29]. O antigeno
RBD ao qual as AuNPs sdo combinadas também é amplamente utilizado na literatura
e foi relatado como néo téxico em estudos anteriores [123]. Novamente, considerando
o melhor desempenho imunolégico e o potencial de aplicacdo das formula¢cdes com
os complexos M45+RBD e M60+RBD, foram feitos testes de citotoxicidade dos grupos
de AuNPs M45 e M60, da proteina RBD e dos complexos M45+RBD e M60+RBD.
Para esses testes, as formulagbes de vacina contendo os complexos M45+RBD e
M60+RBD foram preparadas conforme metodologia descrita no Iltem 3.9.2 e 60% do
equivalente a uma dose animal foi utilizado em cada poco de uma placa de 96 pocos
(6 pg/poco), representando uma condigcdo extrema. Duas condi¢des adicionais foram
avaliadas usando diferentes diluicdes de dose: diluicdo 8 vezes (correspondendo a
0,75 pg/poco) e diluicdo 128 vezes (correspondendo a 47 ng/poco). O grafico da
Figura 61 mostra os resultados de viabilidade celular apds exposicdo das células as

diferentes formulacdes.
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Figura 61 — Ensaio de citotoxicidade NRU das formulagdes com RBD, M45, M60, M45+RBD
e M60+RBD em trés diferentes concentracdes adicionadas as células NCTC 929 (mais
diluida, intermediaria e mais concentrada). Para o "ensaio 1x", um volume de 10 pL de AuNPs
+ 10 uL de RBD (6 ug) foi aplicado em uma placa de 96 pogos (10° células), o que representa
uma alta exposicdo das ceélulas as nanoparticulas conjugadas quando comparado as
condicdes in vivo observadas apds a administracéo da vacina. Imagem publicada em [2].

Embora tenha sido observado um pequeno impacto na viabilidade celular para
0os complexos M45+RBD e M60+RBD ao utilizar a dose mais concentrada (condi¢ao
extrema), nenhum impacto significativo foi observado para as condi¢cdes mais diluidas,
sugerindo que os grupos de AuNPs estudados sdo seguros e ndao possuem efeito
proeminente na viabilidade celular. No geral, os dados de toxicidade negligenciavel
obtidos para esses grupos, estando ou ndao conjugados com RBD, confirmam que as
AuNPs com as caracteristicas apresentadas atendem aos principais requisitos para
serem classificadas como uma potencial estratégia de entrega de antigenos para

incorporacao em formulacdes de vacinas.
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5. CONCLUSOES

Foi demonstrado que a sintese controlada e reprodutivel de AuNPs de
diferentes morfologias e tamanhos, com alta conversao do sal de ouro, € possivel por
via microfluidica através do ajuste dos parametros de processo. Observou-se que as
dimensdes e geometria do misturador, concentragao de reagentes e temperatura de
reacao influenciam diretamente no produto da sintese. Mantendo as condicbes de
processo de razdo molar NaCt:Ouro 3:1, sendo o sal de ouro a 2,5 mM e NaCt a
7,5 mM, com tempo de residéncia de 90 s, foi possivel controlar o tamanho e
geometria das AuNPs sintetizadas apenas variando a temperatura da reagédo para
sinteses com NaCt. Mantendo as condicfes de processo, foi possivel obter AUNPs de
morfologias ainda mais complexas em reac@es utilizando acido tanico junto ao NaCt
como agente redutor. As nanoparticulas sintetizadas apresentaram estabilidade
satisfatoria (médulo do potencial zeta = 20 mV). A suspenséao de particulas se mostrou
estavel, mantendo suas caracteristicas por ao menos 42 dias quando armazenadas a
temperatura subambiente. Foi possivel, também, validar, através da comparacao com
imagens de MET, os resultados das analises de DLS em relagédo ao tamanho médio
de particulas das amostras estudadas.

Para a producado controlada dessas AuNPs, foi desenvolvido e otimizado um
sistema microfluidico baseado em LTCC de baixa manutencdo, quimicamente inerte,
portatil e robusto. Utilizando um Unico dispositivo, com apenas alguns ajustes no
processo, foi demonstrado que é possivel sintetizar AUNPs estaveis de diferentes
tamanhos e formas, incluindo morfologias complexas como nanodendritos e particulas
em forma de girino, de maneira controlada e reprodutivel, sendo assim ideal para

aplicagbes médicas e farmacéuticas.

As AuNPs produzidas demonstraram alta afinidade pela proteina RBD,
antigeno do virus SARS-Cov-2. Em testes in vivo em modelo animal, observou-se que
a presenca de AuNPs permitiu um ganho substancial tanto na quantidade quanto na
qualidade dos anticorpos anti-RBD induzidos. Para formulagdo de vacina contra

SARS-CoV-2, foram testados diferentes grupos de AuNPs conjugadas a RBD e
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observou-se que todas as formulacfes de vacina contendo AuNPs induziram uma
resposta mais forte de IgG em relagdo a RBD sozinha, mas apenas os camundongos
imunizados com M45+RBD e M60+RBD apresentaram titulos de IgG
significativamente mais altos do que os induzidos apenas pela RBD. Além disso, as
formulacbes com M45+RBD e M60+RBD também induziram anticorpos altamente
neutralizantes capazes de bloquear a infeccdo pelo SARS-CoV-2 em diluicbes de até
1/1.280, mesmo sem a adicdo de adjuvantes tradicionais, e apresentaram boa
estabilidade (ao menos 15 dias sob refrigeracéo) e baixa citotoxicidade mesmo em
situacdo extrema (6 pg em 10° células). Esses resultados demonstraram que a
presenca das AuNPs melhorou significativamente a imunizacdo dos animais nos
testes in vivo e que, além disso, as caracteristicas fisicas da AuNPs exercem grande

influéncia no desempenho da vacina em ambiente biolégico.

Coletivamente, esses resultados destacam a relevancia das nanoparticulas de
ouro como plataformas de entrega de antigenos para o desenvolvimento de
formulagbes vacinais, uma vez que as AuNPs apresentaram desempenho
consistentemente superior em comparacdo com RBD isolada na inducdo de
anticorpos de alta qualidade e alto titulo que bloqueiam efetivamente a infeccéo viral
in vitro. Isso confirma que as nanoparticulas de ouro sdo, de fato, uma plataforma
promissora para a entrega de antigenos, visando expandir a aplicabilidade das

vacinas de subunidades e possivelmente outras aplicagdes farmacéuticas.

Em oportunidades futuras, o sistema microfluidico desenvolvido pode ser
utilizado para a busca por AuNPs com morfologias e tamanhos diversos aos
apresentados neste trabalho, através da variacdo de outros parametros de processo
como pH, diferentes agentes redutores e adicdo de surfactantes. Além disso, o
microdispositivo apresentado pode ser utilizado para sintese de outras nanoparticulas
metélicas e, também, pode ser aprimorado com adigdo de sensores e controladores,
ou utilizado em série com outros misturadores para a funcionalizacdo continua das
particulas produzidas com proteinas e outras biomoléculas de interesse médico. Além
das possibilidades de exploracdo do dispositivo microfluidico, as AuNPs produzidas

nesse trabalho podem ser também utilizadas para outras aplicagdes médicas como
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entrega de biomoléculas para desenvolvimento de biosenssores, terapia génica,
entrega direcionada de farmacos ou mesmo a funcionalizacdo com proteinas

recombinantes visando a formulacdo de vacinas para demais doencas de origem viral.
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