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O que são as 
microalgas??

Lipídios

Proteínas
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Carboidratos

Potencial biotecnológico das microalgas

Pode-se otimizar??

Qual é seu potencial biotecnológico??

Condições de cultivo Engenharia genética 

Controle da expressão 
gênica 

Tratamentos físicos e 
químicos 



3Role of nanoparticles on microalgal cultivation: A review. Fuel 280 (2020): 118598 
A review on the diverse interactions between microalgae and nanomaterials: growth variation, photosynthesis performance and toxicity. Bioresource Technology (2022): 127048.
Antisense technology: A review.  Journal of Biological Chemistry 296 (2021).

Internalização de nanopartículas de ouro funcionalizadas e mecanismo de silenciamento gênico com 
oligonucleotídeos de DNA
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Liberação fototérmica de DNA antisense dentro da 
célula usando iluminação LED

Ressonância plasmonica de 
superfície localizada
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MATERIAL E MÉTODOS 

Turkevich, J., P.C. Stevenson, and J. Hillier, The formation of colloidal gold. The Journal of Physical Chemistry, 1953. 57(7): p. 670-673.

Condições de cultivo
Meio TAP
25 ºC 
Iluminação de 100 µmols m-2s-1 

luz contínua

Análise proteômica de C. reinhardtii sem fonte de nitrogênio  

Com nitrogênio 

Sem nitrogênio 

N-Acetilglutamato sintase (NAGS)
participa na produção de ornitina e
arginina e esta envolvido na síntese
de lipídios

Analises de fluorescência de corpos lipídicos usando Nile Red

Gene de interesse 



Sintese de AuNPs e conjugação com oligonucleotídeos sense modificados com tiol e
oligonucleotídeos antisense marcados com Cy-5 para o gene N-Acetilglutamato sintase
(NAGS)

Oligonucleotídeo sense na 
superfície da AUNPs

Oligonucleotídeo 
antisense

Oligonucleotídeo de fita 
dupla (Switch) em um 

carreador nanoplasmônico

Switch

Método de redução do citrato (Turkevich et
al.,1951), utilizou-se uma solução 0,5 mM de AuCl3 e
uma solução 38,8 mM de citrato de sódio.
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Avaliação dos métodos de transfecção celular

Centrifugação 2500 
rpm por 5 minutos

4,5 x 108 células de 
C. Reinhardtii

Electroporação

Indução Química

Kit disponível 
comercialmente

Controle positivo

Controle Negativo

500 V, 30 ms

Médio TAP Sorbitol 60 mM

Reagente Max 
efficiency

Células C. reinhardtii

Células C. reinhardtii 
+ AUNPs

Microscopia confocal
Dye Cy5 - Excitação 648 e Emissão 668 Microscopia – CytovivaOvernight 12h

Analise da internalização de AuNPs com DNA de dupla fita 
mediante espalhamento da luz

Analise da transfecção de AuNPs com DNA de dupla fita
mediante fluorescência do fluoroforo CY5
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Analise de silenciamento gênico 

Controle

Células 
Placa PCR

Células 
Luz LED

Tratamento

Switch
Placa PCR

Switch
Luz LED

Extração de RNA total, síntese do cDNA e PCR em tempo real (RT-PCR)

Sistema fototérmico para liberação intracelular dos 
oligonucleotídeos antisense

Sistema térmico para liberação intracelular
dos oligonucleotídeos antisense

0h, 1h e 2 h 0h, 1h e 2 h 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
Caracterizações da síntese de nanopartículas de ouro

Analise de microscopia eletrônica de transmissão de AuNPs
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Analise de difração de raios-X de AuNPsAnalise de Zeta potencial de AuNPs



Analise de varredura de absorbância da funcionalização das nanopartículas de ouro com os 
oligonucleotídeos de DNA (Sense e Antisense)
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Controle negativo - células Controle positivo células + AuNPs

Analise de microscopia confocal:  Dye Cy5 - Excitação 648 e Emissão 668
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Electroporação - Células + OAS-AuNPs Kit disponível comercialmente - Reativo Max Efficiency
Células + OAS-AuNPs
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Indução química - Médio TAP Sorbitol 60 mM - Células + OAS-AuNPs
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Analise da imagem óptica de espalhamento de luz no equipamento Cytoviva

Imagem hiperespectral de 
espalhamento de luz
Objetiva 100X

Imagem hiperespectral de 
espalhamento de luz
Objetiva 100X
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Nanopartículas de ouro Nanopartículas de ouro + Oligonucleotídeos 



Imagem hiperespectral de espalhamento 
de luz
Objetiva 100X
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Imagem hiperespectral de 
espalhamento de luz
Objetiva 100X

Células com AuNPs + DNA dupla fita (switch) Células (Controle)



Células com switch 
Placa da PCR
Gene NAGS 
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Células com switch 
Luz LED
Gene NAGS 

0 h e 1 h 2h

0 h 1 h 2h

Analises das curvas de 
amplificação em relação ao 

número do ciclo de PCR



Luz LED – 1 h Luz LED – 2 h

Luz LED – Controle
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NAGSUbiquitina

IGR-13

Ubiquitina NAGS

IGR-13

Ubiquitina

NAGSUbiquitina

NAGS
IGR-13
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Gráfico Boxplot de Fold Change em 2 h
Gráfico Boxplot de CT em 2h



Controle

Analises de fluorescência de corpos lipídicos pelo método de Nile Red após 2 h de liberação de oligonucleotídeo 
antisense (Excitação: 480 nm - Emissão: 580 nm)

18



Luz LED 2 h

Placa PCR 2 h 19
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