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SOUZA, MM. Preparacao de nanobiossistemas para deteccao de microRNA tumoral
miR-21. 2019. 103 £. Tese (Doutorado em: Biologia Celular e Tecidual) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

RESUMO

Nessa tese foi desenvolvido um método para obten¢do de sondas de DNA baseadas
em nanoparticulas de ouro, aqui denominadas nanobiossistemas, que utiliza baixas
concentragdes de cloreto de s6dio e DNA e reduzido tempo de reacdo. Essas sondas
foram utilizadas em ensaios de detec¢ao do microRNA tumoral miR-21 maduro por
meio de espectroscopia Raman e espectroscopia e microscopia de fluorescéncia. As
AuNPs foram sintetizadas pelo processo de redugao do citrato e apresentaram tamanho
médio de 17 nm e ressonancia de plasmon de superficie (SPR) em ~ 524 nm, verificados
por microscopia eletronica de transmissao e espectroscopia UV-Visivel, respectivamente.
Os nanobiossistemas foram preparados em 2 etapas, que consistem na estabilizacdo
da suspensdo de AuNPs com dATP e PEG-SH e posterior substituicdo do dATP por
oligonucleotideos modificados com um grupo tiol e um fluoréforo Cy5 nas porgdes 5’
e 3’, respectivamente. Os nanobiossistemas foram caracterizados por espectroscopia
UV-Visivel, espalhamento de luz dindmico, potencial Zeta e microscopia eletronica
de transmissdo. Ap6s as modifica¢cdes, ambos os nanobiossistemas apresentaram um
deslocamento na banda RPSL para ~ 530 nm e uma banda em 260 nm, que é carac-
teristica dos oligonucleotideos, e tamanho hidrodindmico de 38 nm. O potencial Zeta
passou de -21 mV para aproximadamente -38 mV para os nanobiossistemas. Esses
resultados mostram que o método aqui desenvolvido foi Gtil para funcionalizar a su-
perficie das AuNPs com oligonucleotideos de modo simples e rapido. Para avaliar a
capacidade de detec¢do miR-21 foi testado a hibridizacdo do miR-21 proveniente de 3
fontes: sintético, obtido comercialmente, extraido de vesiculas extracelular e intracelular
em células das linhagens celular tumoral MCF-7 e epitelial de mama MCF-10A. Para a
linhagem MCEF-7, as deteccdes por espectroscopia de fluorescéncia apresentaram um
limite de deteccdo de 0,18 nM e limite de quantificagdo de 0,55 nM, para o miR-21
sintético. Enquanto a espectroscopia Raman apresentou um limite de deteccdo de 6,7
nM e limite de quantificacdo de 20,4 nM. Ambos nanobiossistemas apresentaram boa
especificidade, pois foram capazes de distinguir entre sequéncia de miR-21 com apenas
uma base alterada. Para os testes de detecgdo com miR-21 proveniente de vesiculas
extracelular, o limite de detecgdo foi de 214 ng/uL de miR-21 e limite de quantificagdo
651 ng/uL e limite de deteccdo 0,74 ng de miR-21 e limite de quantificagdo 2,24 ng/uL,
para a espectroscopia Raman e de fluorescéncia, respectivamente. Esses resultados
mostraram que a espectroscopia por fluorescéncia foi mais sensivel para deteccao do
miR-21, quando comparado ao Raman. Foram realizados também testes de deteccao



intracelular em células MCF-7 e MCF-10A utilizando imagens de fluorescéncia. Os
resultados mostraram que o nanobiossistema baseado em fluorescéncia é sensivel a
diferenca de expressdo entre células tumorais e células normais, como foi verificado por
meio da RT-qPCR.

Palavras-chave: AuNPs, bioconjugacdo, microRNAs, miR-21, detecgdo de cancer.
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ABSTRACT

In this thesis were developed a method to obtained AuNPs-based DNA probes,
named nanobiosystem, which use low concentrations of NaCl and DNA and reduced
reaction time. These probes were used to detect the mature tumoral microRNA miR21.
The AuNPs were synthesized by the process of reducing citrate and presented an ave-
rage size of 17 nm and SPR band of 524 nm. The nanobiosystem were prepared in two
steps, which consists in the stabilization of the suspension of AuNPs with dATP and
PEG-SH and later replacement of dATP by oligonucleotides modified with a thiol group
and a fluorophore Cy5 in the portions 5" e 3’, respectively. The Nanobiosystems were
characterized by UV-Vis spectroscopy, dynamic light scattering, Zeta potential, and
transmission electron microscopy. Both bionanosystems presented a shift in SPR band
to 530 nm and a new band at 260 nm, which is characteristic of oligonucleotides, and
hydrodynamic size of 38 nm. Zeta potential increased from -21 mV to -38 mV for the
AuNPs and nanobiosistemas, respectively. These results show that the method develo-
ped here was useful for functionalizing the surface of AuNPs with oligonucleotides in a
simple and fast way. To study the ability of nanobiosystems to detect miR-21, we tested
a hybridization of miR-21 from 3 sources: synthetic, commercially obtained, extracted
from extracellular and intracellular vesicles in MCF-7 and MCF-10A cells. Fluorescence
spectroscopy detections had a detection limit of 0.18 nM and a quantitation limit of 0.55
nM for synthetic miR-21. While Raman spectroscopy showed a detection limit of 6.7
nM and quantitation limit of 20.4 nM. Both nanobiosystems showed good specificity
because they were able to distinguish between miR-21 sequence with only one altered
base. For detection tests with miR-21 from extracellular vesicles, the detection limit
was 214 ng/uL of miR-21 and the quantitation limit of 651 ng/uL and detection limit
0.74 ng/uL of miR-21 and quantitation limit 2,24 ng/uL for Raman and fluorescence
spectroscopy, respectively. These results showed that fluorescence spectroscopy was
more sensitive for miR-21 detection when compared to Raman. Intracellular detection
tests were also performed on MCF-7 and MCF-10A cells using fluorescence image. The
results showed that the fluorescence-based nanobiosystem is sensitive to the difference
in expression between tumor cells and normal cells, as verified by RT-qPCR.

Keywords: AuNPs, bioconjugation, microRNAs, miR-21, cancer detection
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Tumores sdo o resultado de alteragdes genéticas graduais em células normais
que quando diagnosticadas em um estado inicial oferece um melhor prognoéstico em
comparacdo com diagnoéstico tardio. Por este motivo, uma quantidade considerdvel de
recursos tem sido investida no desenvolvimento de técnicas de deteccdo de tumores em
seus estdgios iniciais e existe o interesse no desenvolvimento de métodos dedicados a
identificagdo de biomarcadores tumorais que permitam a detecgdo do cadncer de maneira
precoce, sensivel e especifica [1,2].

Pesquisas recentes mostram que o diagndstico deste tipo pode ser realizado a
partir da deteccdo de microRNAs (miRNAs) circulantes [3]. Isso porque alguns miR-
NAs sdo caracterizados por serem superexpressos ou regulados preferencialmente em
certos tipos de canceres. Esta especificidade em conjunto com a notavel estabilidade
de vérios tipos de amostras, incluindo tecidos fixados, plasma e outros fluidos, fazem
dos miRNAs biomarcadores tteis, com robustez e reprodutibilidade para o diagnostico
do cancer [4]. Particularmente, 0 microRNA-21 (miR-21) atua em diversos tumores
s6lidos derivados de células epiteliais. Para o caso especifico do cancer de mama, ele
esta associado com a regulagdo de genes supressores tumorais, os quais impedem a
ativagdo de vias apoptéticas.

Atualmente o desafio é desenvolver ferramentas inovadoras que unam sensibili-
dade e especificidade para deteccdo do miRNA canceroso em uma dada célula, tecido
ou amostras derivadas destes materiais biologicos. Em geral, a quantificagdo da ex-
pressdo de miRNAs tem sido baseada nas técnicas Northern Blotting, microarrays, PCR
quantitativo em tempo real (QRT-PCR) e deep sequence. Estas plataformas de analise
quantitativas apresentam um bom limite de detec¢do, na faixa de nano e femtomolar,
e uma boa reprodutibilidade. Contudo, algumas caracteristicas dos miRNAs (compri-
mento curto, similaridade de sequéncias entre as familias, grande ntimero de isoformas
e polimorfismos) dificultam os processos de amplificagdo e identificacdo e tém desafiado
o desenvolvimento e a implementagdo clinica destas técnicas.

Um método de deteccdo quantitativo de biomoléculas para o diagnéstico de

doencas como Parkinson [5], Alzheimer [6] e cancer [7] que vem ganhando destaque
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nos ultimos anos é a técnica espectroscopia Raman de superficie melhorada (SERS,
do inglés Surface Enhanced Raman Spectroscopy). O método tem se mostrado capaz de
cumprir as exigéncias necessdrias a uma boa técnica de detecgdo, pois além de permitir a
utilizagdo de diferentes tipos de substratos que intensificam o sinal Raman e favorecem
a sensibilidade de detecgdo a partir de uma pequena quantidade de material, também
permite a utilizagdo de amostras aquosas, com pouca ou nenhuma preparagdo prévia,
que possibilita a detecg¢do a partir de amostras coletadas do sangue, urina ou saliva,
tornando-a bem pouco invasiva, e com limite de detec¢do que pode chegar a poucos
femtomolares [8]. Uma grande vantagem do efeito SERS ¢é a possibilidade de intensificar
o sinal Raman da molécula alvo por meio do acoplamento das excitagdes moleculares
com a ressonancia de plasmons localizados em nanoparticulas metalicas (normalmente
ouro ou prata).

Outro fendmeno que também pode ser empregado em técnicas de deteccdo de
miRNAs é a fluorescéncia. Ensaios de detec¢do que utilizam a fluorescéncia incluem a
espectroscopia de fluorescéncia, microscopia (geracdo de imagens in vitro e in vivo) e
citometria de fluxo [9]. Entre as vantagens da fluorescéncia estdo a facilidade de reco-
nhecimento e a quantificagdo do sinal fluorescente, além da disponibilizagdo comercial
de vérios tipos de moléculas (sondas) fluorescentes.

Um tipo de sonda fluorescente que ganhou destaque na biologia molecular sio as
sondas fluorescentes sdo as que utilizam o fendmeno Forster ou transferéncia de energia
de ressonancia de fluorescéncia (FRET, do inglés fluorescence resonance energy transfer).
Sondas do tipo FRET melhoram a relagdo sinal/ruido e sdo ativaveis, ou seja, podem
ser projetadas para ativar ou desativar a emissdo da fluorescéncia em determinadas
condig¢des, como na presenca do alvo a ser detectado [10]. Com o intuido de se otimi-
zar o processo de extingdo da fluorescéncia, sondas FRET podem ser associadas com
nanoparticulas de ouro (AuNDPs), que possuem alta eficiéncia na recepcdo da energia

transferida do fluoréforo excitado [11].
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1.1 Justificativa

Nos tltimos anos, a compreensao de que miRNAs desempenham papéis impor-
tantes no desenvolvimento do cancer tem estimulado a pesquisa e o desenvolvimento
de novos dispositivos que utilizam miRNAs como biomarcadores para o diagndstico da
doenga e algumas moléculas que estdo sendo testadas como biomarcadores em ensaios
clinicos tém apresentado resultados promissores [12].

Entre esses miRNAs, o miR-21 é bastante adequado para ser utilizado como
biomarcador para o cancer, pois estudos in vitro j4 mostraram que ele é encontrado
up-regulado em diversos tipos de canceres, incluindo cérebro, cérvix, pulmao, figado,
proéstata, pancreas, célon e mama [13]. J4 foi mostrado também que o nivel da sua
expressdo aumenta com o aumento da fase do tumor, o que evidenciou o seu impor-
tante papel tanto na invasdo quanto na migragdo do cancer, tornando-o adequado para
detecgdo nos estédgios inicial e tardio [14, 15].

Assim, existe grande interesse no desenvolvimento de técnicas de detecgdo de miR-
NAs intra e extracelular, e conquistas significativas tém sido alcangadas. Um exemplo é
o desenvolvimento de sondas de DNA fluorescentes a base de AuNPs. Essas sondas
atraem cada vez mais aten¢do e é um tema atual na drea biomédica e hd um grande
interesse no seu uso para deteccdo e terapia anticancer. No entanto, o desenvolvimento
de sondas que possuam baixa relagdo sinal/ruido e alta sensibilidade continua sendo
um desafio.

Um avango no processo do desenvolvimento de sondas foi realizado quando
fitas simples de DNA foram conjugadas na superficie de AuNPs [16]. No processo de
deteccdo as sondas baseadas em DNA sdo projetadas para hibridizar com um acido
nucleico alvo e emitir um sinal fluorescente. Ao associar essas sondas com AuNPs é ob-
servada uma melhora na relacado sinal/ruido. Essa melhora é explicada pelo fendmeno
FRET, que ocorre na superficie das AuNPs [17]. Nesse processo, o FRET extingue o
sinal das sondas nao reagidas, impedindo que elas interfiram na detecgdo como falso-

positivo [10]. Isso permite observar a reagdo de hibridizacdo em tempo real diretamente
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em solucdo, sem a necessidade de procedimentos de lavagem. Desse modo, os ensaios
de deteccdo de miRNAs podem ser realizados de modo rapido e simples.

Viérias estratégias de conjugacdao de DNA em AuNPs tém sido utilizadas, sendo
que mais comum utiliza 0 aumento gradual da concentragdo de cloreto de s6dio (NaCl)
na suspensdo de AuNPs. Como as AuNPs se agregam irreversivelmente em altas
concentrag¢des de NaCl, o incremento da concentragdo deve ser realizado de maneira
muito lenta e todo o processo pode levar 48 horas [18].

Com o intuito de reduzir o tempo de reagdo, novos métodos, tais como o envelhe-
cimento de sais e 0 método do baixo pH, tém sido desenvolvidos. Sendo que o método
do baixo pH trouxe grande avango, pois reduziu o tempo da conjugagdo para 3 min [19].
No entanto, a efetividade desse método é baixa, porque muitas fitas de DNA se ligam
de forma inespecifica e isso diminui a reatividade do DNA para aplicagdes posteriores.
Além disso, esse método tem preferéncia por fitas de DNA que possuem uma sequéncia
adicional poliA [20]. O uso de moléculas que adsorvem fracamente sobre as AuNPs e
que podem ser substituidas por moléculas de DNA foi realizado com sucesso, mas o
método exige alta concentracdo de DNA e isso aumenta o custo da reacao [21].

Essas sondas de detec¢do, podem ser utilizadas em diferentes técnicas de detecgéo.
Por exemplo, a literatura mostra a possibilidade de aplicagdo da técnica Surface Enhan-
ced Raman Spectroscopy (SERS) para a detec¢do quantitativa de miRNAs e sugere que
esta técnica pode ser utilizada como um método alternativo para a identificacdo de

marcadores tumorais [8,22-28].

1.2 Objetivos

O objetivo geral dessa pesquisa consistiu no desenvolvimento de um método de
preparagdo de sondas baseadas em AulNPs conjugadas com DNA que utiliza baixa
concentracao de NaCl e de DNA. Essas sondas foram preparadas a partir da modificagao
de nanoparticulas de ouro esféricas com oligonucleotideos e foram utilizadas para inves-

tigar a deteccdo do microRNA miR-21 intracelular e isolados de vesiculas extracelular



Objetivos 20

liberada no meio de cultura das linhagens celular tumoral MCEF-7 e epitelial de mama
MCF-10A. Foram realizados estudos de sensibilidade, seletividade e relacdo sinal/ruido
utilizando as microscopia e espectroscopia por fluorescéncia e a espectroscopia Raman.
Os objetivos especificos compreenderam as seguintes etapas de estudo:

1. Sintese e caracteriza¢do de nanoparticulas de ouro

Realizagdo da sintese de nanoparticulas de ouro, utilizando o método do citrato e
sua caracterizacgao utilizando diferentes técnicas.

2. Preparacio dos nanobiossistemas
Desenvolver sondas utilizando as nanoparticulas como substratos. Para isso, a su-
perficie das AuNPs foi funcionalizada em duas etapas: a primeira visando evitar a
aglomeracdo e a visando a modifica¢do da superficie com as biomoléculas de interesse
para obtengdo das sondas. Caracterizagdo das sondas utilizando diferentes técnicas.

3. Ensaios de detec¢ao
Realizacdo de testes de detecgdo por intermédio das técnicas de fluorescéncia e espec-

troscopia Raman. As técnicas foram avaliadas quanto a sensibilidade e seletividade.
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2.1 Acidos Ribonucleicos

Acidos ribonucleicos (RNAs) sio moléculas poliméricas formadas a partir da
unido de diferentes bases de mononucleotideos, as quais formam diferentes tipos de
RNAs. Os RNAs mais bem conhecidos sdo os: RNA mensageiro (mRNA), o tinico
RNA codificante que contém a sequéncia de cédons que sdo traduzidos em residuos de
aminoécidos para a sintese de proteinas, RNA ribossomal (rRNA), que faz parte dos
ribossomos, RNA transportador (tRNNA), que é responsavel por carregar o anticédon e
o residuo de aminoacido para a sintese de proteinas.

Além desses RNAs, outros RNAs que nao codificam proteinas sdo conhecidos
como RNAs nao-codificante (ncRNAs). Geralmente, os ncRNAs sao classificados como
curtos (com ~ 20 — 30 nucleotideos), pequenos (até 200 nucleotideos) e longos (>
200 nucleotideos). Os ncRNAs curtos incluem microRNAs, short interferences RNAs
(siRNAs), RNAs que interagem com PIWI (P-element-induced wimpy testis - piRNA)
[29].

De acordo com a analise do transcriptoma, apenas 1,5% da quantidade total de
RNAs em células eucaridticas codificam proteinas, enquanto outros transcritos sao
ncRNAs e, em sua maioria, cumprem fungdes reguladoras em processos moleculares
[30]. Dentre os ncRNAs, o papel funcional dos miRNAs, na fisiologia celular e em
condigdes patoldgicas tem sido amplamente estudado. Em quase todas as doengas o
padrao de expressdao do miRNA mostrou-se diferente nos tecidos e extracelularmente,

contribuindo para a patogénese da doenga [31].

2.1.1 Micro-RNAS

Os miRNAs sdo RNAs nado-codificantes que possuem aproximadamente 22 nu-
cleotideos de comprimento. Estima-se que 30% do genoma humano é constituido por
miRNAs [32], logo é de se esperar que a investigacdo sobre o seu papel mostre que
eles estejam envolvidos em muitos processos celulares, incluindo o desenvolvimento, a

proliferacdo, a apoptose, o metabolismo lipidico e a diferencia¢do celular [33-36]. De
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fato, os miRNAs atuam na regulacdo da expressdo génica ligando-se ao mRNA alvo
estimulando a degradacdo do mRNA ou inibindo temporariamente a sua tradugao.

Quase 97% do genoma humano é composto de DNA ndo codificante (introns), que
varia de uma espécie para outra. Numerosos genes nessas regides nao codificadoras de
proteinas codificam microRNAs, responsédveis pelo silenciamento génico mediado por
RNA [37]. Os miRNAs exibem diferencas em relagdo a sua posigdo no gene e biogénese,
sendo classificados em miRNAs intergénicos e intragénicos [38]. Uma porcentagem
significativa de miRNAs é intergénica, isto é, localizada dentro de regides intronicas
ou exdnicas de genes codificadores (genes hospedeiros), que geralmente estd funcio-
nalmente relacionado aos genes hospedeiros que desempenham papéis antagonicos
ou sinérgicos [39]. A Figura 2.1 resume as principais vias de biogénese e acdo dos
microRNAs.

Cerca de metade de todos os miRINAs atualmente identificados sdo intragénicos e
processados principalmente a partir de introns e por poucos éxons de genes codificado-
res de proteinas. Enquanto os demais sdo intergénicos, transcritos independentemente
de um gene hospedeiro e regulados por seus préprios promotores [40,41].

Na via canonica, a biogénese dos miRNAs comeca com a sintese de um longo
transcrito primério, denominado pri-miRNA (110 pb), e com o processamento pds ou
co-transcricional [42]. Os pri-miRNAs sdo transcritos pelas RNAs polimerase II ou III
e possuem uma estrutura secundéria em forma hairpin (“grampo de cabelo”) [43]. No
ntcleo, o pri-miRNA ¢é processado em pré-miRNA. O complexo microprocessador, com-
posto pela Drosha e DiGeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) que reconhece e cliva as
extremidades de pequenas estruturas de RNA em forma de hairpin do pri-miRNA para
produzir o miRNA precursor (pré-miRNA) ( 70 pb) [44]. Ap6s o processamento nuclear,
cada pré-miRNA é exportado para o citoplasma por meio de Exportin5/RanGTP [45]. O
pré-miRNA é reconhecido pela enzima dicer, que cliva a regidao do loop, resultando em

uma molécula de dupla fita de RNA (dsRNA; 22 pb). Finalmente, proteinas da familia
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argonauta (AGO) se ligam as cadeias 5p ou 3p do duplex de miRNA maduro para
formar um complexo de silenciamento induzido por miRNA (RISC) [46]. O complexo
RISC pode gerar o miRNA maduro quando se liga a fita 5p, também denominado

miR-5p, que atua na regulacdo de um mRNA alvo [47].

Figura 2.1 Biogéneses de MicroRNA. Degradacdo, Acumulagdo, e reciclagem. A Figura ilustra
as diferentes vias para gerar miRNAs funcionais.
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A outra fita, miR* ou miR-3p, é degradada ou pode formar outro complexo RISC
para regulagdo de outro mRNA alvo [49]. A atuacdo final do RISC esta sujeita ao
pareamento com o mRNA alvo. Caso o pareamento entre o miRNA e a regido 3’ UTR
do mRNA seja perfeito, ocorre a clivagem do mRNA e o sua posterior condugao para
os p-bodies (do inglés, mRNA processing bodies) para a sua degradagédo [50]. Com
pareamento parcial ocorre a inibi¢do da tradugdo, o principal mecanismo de agdo dos
miRNAs em mamiferos [51]. Na maioria dos casos, o miRISC se liga aos mRNAs alvo
para induzir a inibi¢do da traducédo, provavelmente interferindo no complexo elF4F
ou perturbando a funcdo da cauda poli-A [52]. As vias de biogénese canénicas e ndo
candnicas do miRNA estdo resumidas na Figura 2.1, juntamente com o mecanismo de
acao.

Em 2008, dois grupos independentes demonstraram que os miRNAs estdo
presentes em niveis detectdveis no soro e no plasma humano [53, 54]. Esses grupos
também verificaram que estes miRINAs circulantes sdo muito estdveis e podem suportar
varios ciclos de congelamento e descongelamento, longos periodos de armazenamento,
condig¢des de pH extremas, e apresentam resisténcia a digestao RN Ase.

Desde entdo existe o interesse em utilizar estas moléculas como biomarcadores
para o diagnostico de diversas doengas. Em um estudo pioneiro, que examinou
a participacdo dos miRINAs no cancer, CALIN et al. [55] mapearam 186 genes de
miRNA e compararam seus loci cromossdmicos para dreas comumente deletadas ou
amplificadas em tumores humanos p53+. Este trabalho demonstrou que 52% dos
miRNAs mapeados estdo localizados em regides gendmicas associadas ao cancer e
evidenciou o potencial envolvimento dos miRNAs em diversos tipos de tumores. Isso
levou a classificagdo dos miRNAs como: miRNAs supressores de tumor; que sao
frequentemente regulados negativamente no cancer e como miRNAs oncogénicos; que
sdo frequentemente regulados positivamente no cancer.

Além desta nova classificagdo, Hanahan e Weinberg [56] revelaram o seu
envolvimento em algumas caracteristicas do cancer, uma delas é a desregulacdo da

expressao dos miRNAs. Essa desregulagdo faz com que as células cancerosas sejam
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autossuficientes em sinais de crescimento, na evasdo de supressores de crescimento,
resistentes a apoptose, obtenham potencial replicativo ilimitado, em induzir a

angiogénese e ativar a invasao e metastase.

2.1.2 micro-RNAs e Cancer

O papel dos miRNAs no cancer estd bem estabelecido e varias vias reguladas
por diferentes miRNAs tém sido descritas, inclusive os mRNAs alvo. O cancer é um
processo de vérias etapas, no qual as células normais passam por alteragdes genéticas
que progridem através de uma série de estados pré-malignos (iniciagdo) e invasivo
(progressao), podendo se espalhar por todo o corpo (metéstase). A desregulagao dos
genes envolvidos na proliferacdo, diferenciagdo e/ou apoptose celular estd associada a
iniciacdo e progressao do cancer [57]. Os genes ligados ao desenvolvimento do cancer
sdo caracterizados como oncogenes e supressores de tumores. Recentemente, a defini¢do
de oncogenes e supressores de tumores foi expandida a partir dos genes cléssicos de
codificacdo de protefnas para incluir miRNAs [58]. Os miRNAs desempenham um
papel vital na regulagdo de varias vias metabdlicas e celulares, principalmente aquelas
que controlam a proliferacdo, diferenciagao e sobrevivéncia celular [30].

Inclusive, ja é conhecido que o mesmo miRNA pode atuar como supressor tumo-
ral e oncomir, dependendo do tipo de tumor e localizagdo. Por exemplo, o miR-125b
que, em cancer hematolégico atua como oncomir, em tumores s6lidos é um supressor
tumoral. Outro exemplo é o miR-155 que atua como supressor tumoral em linhagens de
melanoma, cancer gastrico e ovariano, enquanto atua como oncomir em malignidades
hematolégicas e em tumores sélidos. Curiosamente, 0 miR155 ainda atua de maneira
oposta na leucemia mieloide aguda, dependendo do genétipo. O miR-155 ainda se
mostrou pré-apoptoético e pro-diferenciacdo no FLT3-tipo selvagem, mas ndo no FLT3
com mutacgéo ITD [59].

O papel dos miRNAs ndo se restringe a sua atuacao sobre as células tumorais, eles

também regulam o microambiente tumoral. Por exemplo, os miRNAs atuam no pro-
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cesso de transformacao de fibroblastos normais em fribroblastos associados ao cancer,
estimulagdo de angiogénese e remodelamento de matriz extracelular [60]. Um ponto
muito importante na biologia dos miRNAs, é a sua presenca na circulagdo sanguinea,
que tem mostrado que os miRNAs ndo atuam apenas na célula onde foi sintetizado,
mas também pode atuar como reguladores autdcrinos, pardcrinos ou endécrinos para
modular as atividades celulares [61].

Com isso, os miRNAs extracelulares podem ser usados como biomarcadores tumo-
rais. Existem duas populagdes de miRNAs extracelulares em fluidos biolégicos. Uma
pode ser encontrada em vesiculas como exossomos, microvesiculas e corpos apoptéticos.
Ja a segunda esta associado a proteinas, especialmente a AGO2 [62-64]. Os miRINAs
de promocao tumoral podem ser liberados circulacdo sanguinea pelas células efetoras
imunitarias que existem no microambiente do tumor [65]. No ambiente tumoral, mi-
crovesiculas derivadas de tumor atuam como fornecedores, entregando informacao
genética e proteinas para as células receptoras. Por exemplo, as células tumorais de
glioblastoma liberam exossomos contendo mRNA, miRNAs e proteinas angiogénicas,
que sdo internalizados pelas células receptoras, tais como células endoteliais, microvas-
culares e cerebrais, muitas vezes resultando em um aumento da proliferagdo como uma
consequéncia desses sinais [66].

Padrdes de expressao dos miRNAs sdo exclusivos para alguns tecidos e se di-
ferenciam entre miRNAs de células cancerosas e de tecidos normais [64,67]. Alguns
miRNAs sdo superexpressos ou regulados preferencialmente em certos tipos de cancer.
Esta especificidade em conjunto com a notével estabilidade de vérios tipos de amostras,
incluindo tecidos fixados, plasma e outros fluidos, fazem dos miRNAs biomarcadores
tteis com robustez e reprodutibilidade no diagnoéstico de cancer [68]. Sendo que a
avaliagdo dos varios niveis de expressdo de miRNA, também conhecidos como assina-
turas de miRNAs, pode prever com bastante precisdo o progndstico em vérios tipos de
canceres [69-74].

Um miRNA que tem sua expressdo aumentada em vdrios tipos de tumores é

o miR-21. No cancer de mama o miR-21 estd associado com a supressdo dos genes
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supressores tumorais (Tropomyosin 1 [68], programmed cell death [69], phosphatase, tensin
homolog deleted on chromosom [75]) e evidéncias sugerem que ele pode realgar o seu
fenétipo maligno reprimindo a expressao de multiplos genes supressores tumorais ao
mesmo tempo. Ja foi demonstrado também que a inibi¢do do miR-21 pode resultar na
restauracdo da expressdo de muitos genes supressores de tumores a0 mesmo tempo.
Esse envolvimento do miR-21 com o cancer o torna ttil no diagnéstico da doenga e o

desenvolvimento de técnicas de detecgdo tem sido objeto de diversas pesquisas.

2.2 Técnicas de Detec¢ao de miRNAs

Analisando o papel crucial que os miRNAs desempenham na regulagdo de genes
e na funcdo bioldgica, a detecgdo especifica e sensivel de miRNAs estd se tornando
cada vez mais importante. No entanto, algumas caracteristicas como, o comprimento
curto da sequéncia, a grande variabilidade no ntimero de cépias por célula e a alta
similaridade da sequéncia entre familias de miRNAs expressos dificulta os processos
analiticos [76]. Nas ultimas décadas, esfor¢os expressivos foram investidos para de-
senvolver novos métodos de deteccdo [77]. As técnicas atuais de deteccdo de miRNA
podem ser divididas entre métodos tradicionais e métodos de novas tecnologias.

Os métodos tradicionais incluem Northern Blotting [78], andlise de microarran-
jos [79] e e reacdo quantitativa em cadeia da polimerase (qQPCR) [80]. Nos métodos
tradicionais, o Northern Blotting é considerado o padrdo ouro, porém é pouco sensivel,
demorado e requer uma grande quantidade de amostras de RNA. A técnica baseada
em microarrays tem a vantagem de alta capacidade de analisar mais de uma amostras
por vez, mas sua aplicagdo é restringida pela baixa sensibilidade e um longo tempo de
hibridizagéao.

A técnica qPCR, incluindo a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa por
transcriptase reversa (RT-qPCR) e a RT-qPCR com revestimento de poli (A), sdo as
técnicas de andlise de miRNA mais utilizadas, ambas com a vantagem de alta sensibili-

dade e especificidade. Essas técnicas sdo complexas e requerem habilidades especiais
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de laboratoério. Além disso, falsos positivos podem ser gerados durante o processo de
amplificagdo. Vem ganhando espaco também a utilizagdo da espectroscopia Raman na
sua variacdo SERS. O método combina as vantagens da sensibilidade no fornecimento
de espectros vibracionais de moléculas fornecida pelo Raman, com a amplifica¢ao de
sinal fornecida pela adsorcdo destas moléculas em substratos metélicos. Logo, ele pos-
sui especificidade quimica, alta sensibilidade e seletividade superficial. Um panorama
sobre essas técnicas de detecgdo serd dado a seguir e um resumo de suas principais

caracteristicas pode ser visto na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Resumo das caracteristicas das principais técnicas de deteccdo utilizadas para detecgdo de

miRNAs.
Aplicagao Vantagens Limitacoes LD*
Microarray
Nao quantitativa;

Alto rendimento dos perfis de

Alto rendimento; Baixa
miRNA;

Analise répida; sensibilidade; nM-pM
Expressdo diferencial de

Baixo custo Baixa
miRNAs

especificidade
Northern blot

Detecc¢do ndo quantitativa da Baixa
expressdo de miRNAs; sensibilidade;

Semi-quantitativa;
Validagio da assinatura de Baixa nM-pM

Boa especificidade;
miRNASs; marcado com velocidade de
micorarray analise

RT-PCR

Simples e conveniente;
Validacao da assinatura de

Maior sensibilidade; Alto custo por
miRNA dos microarrays;

Relativa especificidade; miRNA; tM-aM
pode ser usada em

Quantitativa usando Analise lenta

diagnésticos clinicos

Tagman

*LD (Limite de Deteccdo)

Fonte: WANG [81] e JOHNSON [82].
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2.2.1 Northern Blotting

A técnica Northern blotting tem sido o método considerado como padrao-ouro
desde o inicio dos estudos do miRNA e pode ser utilizada para a detecgdo de miRNAs
maduros e também de seus precursores. O principio basico é o seguinte: a amostra de
RNA é digerida por uma endonuclease de restri¢ao, separada por eletroforese em gel
de agarose, desnaturada e transferida para um filme de nitrocelulose ou membrana
de nylon de acordo com sua posigdo no gel e fixada seguida de reagdo com o isétopo
ou outras sondas fluorescente [83]. Apds a lavagem para retirada das sondas que nao
reagiram, os miRNAs podem ser detectados por radiografia ou por fluorescéncia. Sendo
que o tamanho molecular e a abundéncia relativa de miRNAs podem ser detectados
por Northern Blotting.

No entanto, a técnica é semiquantitativa, possui baixa reprodutibilidade, longo
tempo de reagdo e baixa sensibilidade e seletividade. Para aumentar a sensibilidade e a
especificidade sondas oligonucleotidicas modificadas com acido nucleico bloqueado
(LNA) e sondas mediada por 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) para
as membranas de nylon foram relatadas, respectivamente. Sendo que o uso do EDC
proporcionou um aumento na sensibilidade que alcangou 25-50 vezes [84]. Além disso,
sondas oligonucleotidicas marcadas com (digoxina) DIG contendo LNA e EDC para
marcac¢do do RNA com a membrana de nylon foram usadas na detec¢do de miRINA

com alta sensibilidade para quantidades de RNA tdo baixas quanto 0,05 fmol [85].

2.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa

A gqPCR em tempo real tornou-se uma técnica de biologia molecular de rotina e
confiavel para detectar a expressdo do miRNA devido a sua alta sensibilidade e alta
especificidade de sequéncia [86]. A qPCR em tempo real pode ser considerada como um
tnico padrdo-ouro entre as técnicas de detecgao de miRNA. Em tais métodos, o miRNA
alvo é primeiramente convertido em cDNA por transcri¢do reversa. Posteriormente, a

PCR foi realizada para a deteccdo por fluorescéncia em tempo real. A sintese de cDNA
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por transcri¢do reversa geralmente pode usar primers em forma de “grampo de cabelo
ou “stem loop” [87], de adaptador poli(T) [88] ou primers especifico do gene (GSP) que
inclui uma sequéncia de cauda [89]. Dois métodos fluorescentes sao usados para moni-
torar a qPCR, método da sonda TagMan [80] e método de corante fluorescente SYBR
Green [89]. SYBR Green é um corante fluorescente intercalante de DNA dupla fita que
ao se ligar ao DNA alvo aumenta o sinal fluorescente em 800 a 1000 vezes. No entanto,
0 SYBR Green pode reconhecer produtos inespecificos, como dimeros de primers, o que
reduz a precisdo da quantificacdo da qPCR para produtos de amplificacdo especificos.
Por isso, a andlise da curva de dissociacdo é usada para monitorar a homogeneidade do
produto qPCR. O valor de Tm do dsDNA depende de seu comprimento e composicao
de base, enquanto o ndmero de pontos de inflexdo na curva de fusdo indica o niimero
de produtos de PCR, incluindo os dimeros de primers. Portanto, a curva de dissociagdo
aceitavel deve ter apenas um ponto de inflexdo, enquanto varios pontos de inflexdo
indicam a presenca de produtos ndo especificos.

As sondas TagMan sdo sondas oligonucleotidicas marcadas com um grupo
repérter na extremidade 5 ‘e um grupo de extingdo fluorescente na extremidade 3’,
cujos locais de ligagao estdo entre os dois primers. Nesse método, a formagdo de dimeros
de primers ndo produzirdo sinal fluorescente. Assim, esse método possui uma especifici-
dade e reprodutibilidade mais alta que o SYBR Green. O método qPCR em tempo real é
altamente sensivel, mas a geracado de falso-positivo por produtos inespecificos dificulta
o desenho dos primers e limitam seu uso.

A quantificagdo exata do qPCR em tempo real depende da interconexao de varias
etapas, e cada etapa precisa ser otimizada. Para obter resultados significativos e re-
petiveis, varios parametros como extracdo de RNA, controle de integridade do RNA,
sintese de cDNA, desenho do primer, deteccdo de amplicons e normaliza¢do de dados
devem ser levados em consideragdo [90]. Mohammadi-Yeganeh et al. [80] desenvolve-
ram um qPCR em tempo real novo e econdmico para a deteccdo de miRNAs que pode
ser realizado em duas etapas. O primeiro passo utiliza primers stemloop para realizar

uma transcriptase reversa dos miRNAs. O segundo passo é amplificar os produtos da
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transcriptase reversa usando a qPCR em tempo real TagMan. Essa estrutura stemloop
pode ser usada ndo apenas para detectar miRNAs que ndo sdo encontrados por microar-
ray, mas também para detectar outros ncRNA, como piRNA e siRNAs. Esse método
combinou a simulagdo por computador com o bioensaio pela primeira vez, permitindo
a triagem de alto rendimento de uma ampla variedade de miRNAs.

Gan et al. [86] fizeram uma comparacado entre as técnicas Northern Blotting e qPCR
em tempo real. As principais vantagens do JPCR em tempo real em comparagdo com o
Northern Blotting sdo maior sensibilidade e especificidade, além de uma faixa mais am-
pla de quantificagdo. Seus principais problemas sdo a variabilidade do template de RNA,
o design experimental inadequado, a analise inconsistente dos dados e a normalizagao

inadequada dos dados.

2.2.3 Microarray

O microarray é o método mais utilizado para a detecgdo rapida e de alto rendimento
de miRNAs [79]. Para este método, o RNA da amostra é produzido por transcri¢ao
reversa usando uma sonda marcada, e esses fluoréforos ou cDNAs marcados com
biotina sdo detectados usando oligonucleotideos imobilizados em fase sélida com a
mesma sequéncia que o miRNA alvo. A amostra de cDNA marcada é carregada em
cada pogo, seguida por uma série de etapas de lavagem para remover os cDNAs livres.
Se o cDNA hibridizado for biotinilado, o fluoréforo marcado com estreptavidina pode
ser marcado. J& se o cDNA foi marcado com o fluoréforo, a intensidade da fluorescéncia
de cada poco pode ser medida diretamente. A intensidade de fluorescéncia de cada
poco pode ser usada para determinar o nivel de expressdo de miRNAs. Embora o
microarray possa analisar milhares de amostras por dia, ele possui um alto custo [91]. A
técnica enfrenta desafios em relagdo ao curto tamanho das fitas dos miRNAs, o baixo
ntamero de copias de miRNA e a semelhanca entre as sequéncias de diferentes miRNAs

que prejudicam a especificidade. Também existe a necessidade de desenvolver novos
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métodos estatisticos adaptativos para calibrar eficientemente os erros de medigdo para
normalizacdo A quantidade de dados gerados em ensaios de microarray precisa de
novos métodos estatisticos para calibrar eficientemente os erros de medicdo para a

normalizagdo e deteccdo de miRNAs expressos diferencialmente [92].

2.2.4 Surface Enhanced Raman Spectroscopy

A técnica SERS combina as vantagens da sensibilidade no fornecimento de espec-
tros vibracionais de moléculas fornecida pelo efeito Raman, com a amplificacdo de sinal
fornecida pela adsorc¢ao destas moléculas em substratos metalicos. Logo, ele possui es-
pecificidade quimica, alta sensibilidade e seletividade superficial. O substrato metalico
mais utilizado nessa abordagem sdo nanoparticulas de ouro. Isso porque elas possuem
vantagens, como estabilidade a longo prazo, boa biocompatibilidade, distribui¢do de
tamanho facilmente controlavel e de alta homogeneidade. Além disso, AuNPs possuem
propriedades 6ticas capazes de amplificar a eficiéncia na dispersdo do sinal Raman das
espécies adsorvidas, permitindo a determinagao espectroscopica das espécies mesmo
em condicdes de baixa concentracdo. Ensaios SERS baseados em AulNPs tém sido
amplamente aplicados para determinacdo de espécies quimicas e biolégicas, tais como
pequenas moléculas, proteinas, bactérias, células e dcidos nucléicos [93] e ja foram veri-
ficados aumentos na intensidade do sinal emitido pelo Raman por DNA tiolados [94],
em protefnas Imunoglobulina G 238 e em marcadores bacterianos [95] adsorvidos sobre
a superficie de AuNDPs.

Encontra-se em investiga¢do atualmente a modificacdo da superficie de AuNPs
com moléculas de DNA. Esta conjugagdo gera um material com superficie densa e
altamente orientada, com acidos nucleicos ligados covalentemente ao substrato [16].
Estas AuNPs conjugadas com DNA podem ser utilizadas como sonda para detec¢ao
de 4cidos nucleicos (DNA ou RNA) por meio de hibridizacdo especifica entre as fitas
conjugadas nas AulNPs e uma fita alvo e como resultado é obtida uma melhora sen-
sibilidade. A utilizagdo deste tipo de abordagem ja permitiu a deteccdo de miRNAs

com limite variando na faixa 10 e 20 fM [96,97]. Uma outra possibilidade deste tipo
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de abordagem é a formacado de gold nanobeacons. Estes compostos sdo sinalizadores
moleculares formados por uma fita simples de DNA, que possui formato de grampo,
onde a sequéncia do loop é utilizada como sonda de captura e as extremidades 3" e 5’
ficam proximas. De modo que uma extremidade transporta um fluéforo e a outra um
inibidor de fluorescéncia. Nessa abordagem as préprias AuNPs funcionam como um
inibidor da fluorescéncia. Sendo que o sinal fluorescente serd observado apenas quando
as extremidades estiverem suficientemente distantes. A separagdo das extremidades
é obtida quando um oligonucleotideo alvo hibridiza com o loop e for¢a uma mudanca
conformacional e o distanciando entre o fluoréforo e a superficie das AuNPs. Assim, é

possivel detectar a presenca dos oligonucleotideos alvo.

2.3 Nanoparticulas de Ouro

Nanoparticulas sdo particulas coloidais s6lidas com tamanho variando 1 a 100 nm.
Muitas dessas nanoparticulas sdo usadas em aplicagdes biomédicas porque oferecem
muitas vantagens em comparagdo com particulas maiores, como aumento da razao
superficie/volume e propriedades magnéticas [98]. Nos dltimos anos, diferentes estu-
dos tém sido realizados para avaliar o potencial das nanoparticulas para serem usadas
em biossensores, bioimagem, liberagdo de farmacos, terapia por hipertermia e terapia
fotodinamica [99-104]. Paralelamente tem se buscado otimizar as propriedades das
nanoparticulas controlando os processos de sintese e funcionalizagdo da superficie.

Particularmente, AuNPs esféricas possuem atributos tteis, como propriedades op-
toeletronicas relacionadas ao tamanho e forma, grandes proporcdes superficie-volume
e excelente biocompatibilidade [105-107]. Essas propriedades as tornam importante
na bionanotecnologia. Entre as propriedades fisicas importantes das AuNPs estdo a
ressonancia plasmonica de supetficie (SPR) e a capacidade de extinguir a fluorescéncia.

Ainda, AuNPs esféricas em solugdo exibem diferentes tipos de cores (por exemplo,

marrom, laranja, vermelho e roxo) a medida que o tamanho do nticleo aumenta de 1
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a 100 nm. Em geral, o espectro de absor¢do das AulNPs exibe uma banda de absorc¢ao
relativa ao tamanho entre 500 e 550 nm [108]. Essa banda é resultado da oscilacdao
coletiva dos elétrons de condugdo devido a excitagdo ressonante pelos f6tons incidentes

(Figuras 2.2 e 2.3), e é chamada de "banda plasmonica de superficie” [109]

Figura 2.2 Coloide de AuNPs de diferentes tamanhos. Essa coloragdo pode ser relacionada com as
caracteristicas das nanoparticulas, tais como tamanho, forma e estabilidade do coloide.
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A ressonancia plasmonica de superficie é um fendmeno que é influenciado nao
apenas pelo tamanho, mas também pela forma, solvente, ligante da superficie, carga do
ntcleo, temperatura e a proximidade de outras nanoparticulas [110]. A agregagdo de
nanoparticulas resulta em um deslocamento significativo da freqiiéncia de SPR para o
vermelho, ampliando a superficie da banda plasmonica e alterando a cor da solugdo de
vermelho para azul devido ao acoplamento entre particulas [111] (Figura 2.3).

AuNPs sdo particulas versateis que podem ser tteis para uma variedade de
aplica¢des biomédicas. Em diagnéstico, o evento de ligagdo entre analitos e AuNPs
pode alterar suas propriedades fisico-quimicas, como a banda SPR e comportamento
redox, levando a sinais detectaveis de diferentes formas [112]. Além disso, a facilidade
da funcionalizagdo da superficie de AuNPs fornece uma plataforma versatil para sua

associacdo com oligonucleotideos, anticorpos e proteinas. Os bioconjugados dos AuNPs
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Figura 2.3 Espectro de absor¢io dptica das nanoparticulas de ouro estabilizadas com citrato. A banda
de absorgdo em 524 nm é devido a ressondncia plasmonica de superficie. O insert, esquema da oscilagido
plasmonica de uma esfera, mostrando o deslocamento da nuvem de carga eletronica de condugio em relagio
ao niicleo.
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também se tornaram candidatos promissores no desenho de novos biomateriais para
a investigacdo de sistemas biolégicos. AuNPs também funcionam como excelentes
“quenchers” para fluoréforos proximais através da via de desativacdo, com base na boa
sobreposigdo entre o espectro de emissdo de fluoréforos excitados e a banda plasmonica
de superficie das AuNPs [113].

Devido as propriedades quimicas e fisicas tinicas AuNPs sdo usadas atualmente
no desenvolvimento de tecnologias de sensores e biossensores, com o objetivo de se
obter metodologias e dispositivos com melhores sensibilidade, especificidade e rapidez
na deteccdo de moléculas ou agentes biologicos alvo, bem como sua multiplexagao,
miniaturizagdo e redugdo de custos [114]. Além das propriedade tipicas, as AuNPs
possuem caracteristicas que as tornam excelentes candidatas para o uso em diagnéstico,
como facil obtengdo pela sintese quimica, com boa distribui¢do de tamanho, estabilidade

por longo tempo, facil funcionalizacdo da superficie e boa biocompatibilidade, tem
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resultado no seu uso bem sucedido para funcionaliza¢do de superficie para utilizacao
em varios nano e biossensores [115].

Esse fendmeno de transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET)
é observado até mesmo na presenca de AuNPs de 1 nm devido as taxas de decaimento
radioativo e ndo-radioativo de moléculas fluorescentes serem afetadas distintamente
pelas nanoparticulas. As AuNPs também podem atuar como receptores de elétrons
para extinguir a emissdo de fluorescéncia de fluoréforos no processo de transferéncia
de elétrons fotoinduzida (PET). Esse processo é modulado e pode ser utilizado na
fabricacao de sensores.

Devido as essas possibilidades, diversos estudos estdo focados no desenvolvi-
mento de métodos para sintetizar AuNPs com modifica¢des quimicas em sua superficie,
com o intuito de controlar sua forma e tamanho, e aumentar a sua afinidade com as
moléculas bioldgicas [116].

Em 1951, Turkevich et al. [117] desenvolveram um método quimico para a
obtencao de AuNPs. Nesse método, o tetracloroaurato de hidrogénio (HAuCly) é tra-
tado com 4cido citrico em 4gua em ebuli¢do. Nesse processo, o citrato atua como agente
redutor e estabilizador (Figura 2.4 a). Posteriormente, foi verificado que alteragdes na
razdo entre o HAuCly e o citrato permitem controlar o tamanho de particula [118]. Esse
protocolo tem sido amplamente empregado para preparar solugdes de AuNPs esféricas
moderadamente estaveis com didmetros de 10 a 20 nm, embora AuNPs maiores (por
exemplo, 100 nm) também possam ser preparados. Essas AuNPs estabilizadas com
citrato podem sofrer agregacdo irreversivel durante o processo de funcionalizagdo com
ligantes de tiolato, presentes em algumas biomoléculas. Varias estratégias foram de-
senvolvidas para superar esse problema, sendo que a principal é o uso de surfactantes
incluindo o surfactante anidnico Tween 20. Esses surfactantes sdo utilizados antes da
modificacdo para evitar a agregacao (Figura 2.4 B) [119]. No entanto, a exigéncia de alta

diluicdo dificulta a produgdo em larga escala.
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Figura 2.4 Esquema representativo ilustrando os diferentes métodos para sintese de nano-
particulas de ouro.
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2.3.1 Funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro

As estratégias de conjugacdo de biomoléculas em AuNPs dependem de maltiplos
fatores, como tamanho, quimica da superficie e forma, além do tipo de ligantes e grupos
funcionais presentes nas biomoléculas [120]. Nesse processo, as moléculas podem ser
ligadas de diferentes formas a superficie das nanoparticulas. As intera¢des entre as
moléculas e as AuNPs podem ser de natureza fisica ou quimica, e as ligacdes podem
ser covalente e ndo-covalente. A ligacdo ndo-covalente possui varias desvantagens;
que inclui a necessidade de uma alta concentracdo da molécula de interesse, ligacao
com orientacdo aleatdria sobre a superficie das AuNPs e, devido a sua atragdo ele-
trostéatica, pode ser perturbada por mudancas no pH. Além disso, como a ligacao é
fraca, pode ocorrer a substituigdo por outras moléculas que possuam maior afinidade
pelas AuNPs [121]. Por outro lado, por ser uma ligacdo mais estavel, a ligagdo covalente
permite ter um melhor controle da ligacao das biomoléculas na superficie das particulas,
permitindo até mesmo o controle da orientagdo da ligagdo [122]. Apesar disso, o tipo
de molécula bioldgica e a aplicacao final do conjugado nanoparticulas-moléculas sao

cruciais na avaliacdo da estratégia de conjugacao.
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Um dos problemas associados a conjugacdo de biomoléculas na superficie de
AuNPs é a possibilidade de agregacdo das particulas. Embora AuNPs recobertas com
citrato possam permanecer estaveis por longo periodo, uma porcentagem pode agregar.
Essa agregacao pode ser evitada por meio do uso de ligantes poliméricos. Isso porque
as cadeias poliméricas longas sdo capazes de evitar a agregagdo por meio do impe-
dimento estérico [123]. Adicionalmente, os polimeros também atuam como agentes
controladores do tamanho, forma e organizacdo das nanoparticulas.

AuNPs podem ser funcionalizadas com diferentes tipos de oligonucleotideos,
tais como em DNA, anticorpos e enzimas. A primeira bioconjugacdo foi reportada
por Mirkin et al. [18]. Eles utilizaram a forte afinidade dos grupos tiéis ou dissulfeto,
presentes no DNA, com superficie das AuNPs. Nesse processo as moléculas de DNA
formam ligacdes quase-covalentes com a superficie das AuNPs. Porém, para evitar a
repulsdo eletrostética entre as AuNP e os oligonucleotideo é necessério o uso de um sal.
Contudo, esse sal leva ao aumento no pH e, consequentemente, agregacdo das AuNPs.
Desse modo, para manter a estabilidade das AuNPs, o sal é adicionado lentamente,
levando a um longo tempo de reagdo, geralmente entre 24 e 48 horas. Devido ao longo
tempo de reagdo, esse método ficou conhecido como envelhecimento do sal (salting
aging) e se tornou um padrao na conjuga¢do DNA na superficie de AuNPs.

A fim de reduzir o tempo necessario para a conjugagdo, outros métodos foram
desenvolvidos [20]. Nesses métodos, o uso de condi¢des acidas, adi¢do de surfactantes
e agitacdo mecanica tem permitido reduzir o tempo necessario para conjugagdo para
apenas 3 minuto. A estabilizagdo por deple¢do de polimero em solu¢do concentrada
também foi testada como um novo mecanismo para evitar a agregacao de AuNPs [124].
Outras estratégias, usam DNA modificados com espagadores na sequéncia de base para
minimizar a repulsdo eletrostatica [125].

Tais esforgos de pesquisa ndo apenas avangaram a tecnologia, mas também permi-
tiram entendimento fundamental sobre as propriedades coloidais da conjugagao [20].
Moléculas de surfactantes sdo geralmente usadas para evitar a agregacdo das AuNPs

durante a adicao de sal [126]. Surfactantes de diferentes tamanhos moleculares, carga e
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hidrofobicidade tém sido testados. Geralmente a adi¢do de surfactante esta associada a
protecdo das AuNPs por meio da estabilidade estérica. O método de pH 4cido (pH =
3) fornece uma substancial aceleracdo na conjugagdo (em torno de 3 min). Entretanto,
este método funciona bem apenas para moléculas modificadas com espacador polinu-
cleotideo - poli-A [19]. O uso desses espagadores tem sido sistematicamente estudado.
Nesse processo, durante o desenho do oligonucleotideo, além da sua sequéncia de
bases natural, uma porg¢ao adicional com uma sequéncia e niimero de bases a escolha
do pesquisador é inserida para interpor entre a superficie da AuNP com as bases dos
oligonucleotideos com o intuito de reduzir o efeito estérico. Além dos espacadores
polinucleotidicos, existem os espagadores poliméricos [127]. Espacadores poliméricos,
tais como o polietilenoglicol (PEG), sdo efetivos para evitar o efeito estérico, e ainda
promovem um aumento na quantidade de DNA conjugado [126]. Além dos surfac-
tantes, alguns polimeros e moléculas menores também foram utilizados para evitar a
agregacdo de AuNP. Por exemplo, a substitui¢do de citrato por dipotassio bis (sulfona-
tofenil) fenilfosfina di-hidratado foi realizada por Alivisatos et al. [128]. Eles obtiveram
AuNPs de 5 nm estdveis em uma solucdo de NaCl (0,15 M) e MgCl, (1 mM). No entanto,
particulas com 10 nm de diametro se tornam instdveis quando a concentra¢do de NaCl
é superior a 0,15 M. A combinacdo de polimeros modificados com grupos tidis com
Tween 20 foi muito efetiva em proteger AuNPs em alta concentracdo de NaCl (800 mM).
Essa combinagdo permitiu que uma baixa concentra¢do de polimero fosse suficiente
a protegdo estérica em AuNP com 13 nm. Além disso, a conjugacdo com o DNA foi
realizada em 90 min [21].

Recentemente, um método que utiliza somente o congelamento das AuNPs em
suspensdo aquosa foi utilizado para conjugar DNA tiolado. O conjugado gerado é de
alta qualidade, funcionando com diferentes sequéncias de DNA e em particulas com
didmetro entre 5 e 100 nm. O grande avango nessa abordagem foi evitar a agregacao
irreversivel que as AuNPs sofrem em temperaturas negativas [129].

Diversos métodos tém sido desenvolvidos nas tltimas décadas e o processo de
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funcionalizagdo de AuNPs com biomoléculas alcan¢ou grandes avango. Entretanto,
ainda ha certas limitagdes nos processos existentes que ainda precisam ser contornadas,
como o longo tempo para conjugacdo, o uso de reagentes caros, o baixo rendimento

final e inativacdo dos oligonucleotideos.
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Métodos Experimentais
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A seguir serdo detalhados os procedimentos utilizados para obtengdo e
caracterizagdo de nanoparticulas de ouro e para funcionalizagdo de sua superficie
com dATP/PEG, e posterior substituicdo pelos oligonucleotideos. A partir dessa
funcionaliza¢do foram obtidos dois nanobiossistemas: um baseado no antimiR-21 e
outro baseado em um DNA sinalizador. Serdo descritos também os procedimentos
utilizados para preparacdo do miR-21 sintético, provenientes de vesiculas e de células
tumorais. Finalmente, serdo apresentados os procedimentos utilizados para os ensaios
de deteccdo, utilizando os métodos de fluorescéncia e espectroscopia Raman. Um
resumo com todas as etapas realizadas para obten¢do dos nanobiossistemas e detec¢do

do miR-21 pode ser visto na Figura 3.1.

Figura 3.1 Esquema dos processos realizados para dos nanobiossistemas F e R e detec¢ao do
miR-21.
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3.1 Preparacdo do Nanobiossistemas

3.1.1 Producao das nanoparticulas

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pelo método de reducgio do citrato,
que ja foi bem descrito na literatura [130]. Resumidamente, foram utilizados 50 mL
de uma solugdo 1mM de acido clorodurico (HAuCly — Sigma Aldrich). Essa solugdo foi
mantida sob agitacdo e aquecimento a 70 °C. A seguir, foi adicionado 5 mL de uma
solucdo 38,8 mM de citrato de s6dio (NazCsHsO7 — Synth). A mistura foi mantida
sob agitacdo por 30 min, até a cor da mistura passar de amarelo para vermelho vinho.
Finalmente, a solucao foi arrefecida até 25 °C e as AuNPs, aqui denominadas AuNPs-cit,

foram armazenadas no escuro a 4 °C.

3.1.2 Funcionalizacdao da Superficie

A funcionalizacdo das nanoparticulas foi realizada em duas etapas. A primeira
consistiu em modificar a supertficie com moléculas de dATPs e polietilenoglicol
modificado com um grupo tiol (PEG 5000 MW - Sigma Aldrich) e a segunda consistiu na
substitui¢do das moléculas de dATPs pelos oligonucleotideos:

Para funcionalizacdo com dATPs, adicionou-se os dATPs na suspensdo de
AuNPs-cit (razdo molar de 1:1000 - dATP:AulNPs-cit). Essa mistura foi deixada sob
agitacdo por 15 min. Em seguida, as AuNPs-d ATPs foram centrifugadas por 20 min e
desprezado o sobrenadante para remocdo do excesso de dATPs. As AuNPs-dATPs e
foram resuspensas em tampdo fosfato salino (PBS - pH ~ 7) e armazenadas no escuro a
4 °C. O nanomaterial resultante foi denominado AuNPs-dATPs/PEG.

Em seguida, as moléculas de dATPs foram substituidas pe-
los seguintes oligonucleotideos: antimiR-21, com sequéncia 5-HS-
TTTGCCTCAACATCAGTCTGATAAGCTAGGCAAA-Cy5-3’ e DNA sinalizador, com
sequéncia 5’-HS-AGTCTGTACATCTAGCTTATCAGACT-Cy5-3’. As caracteristicas
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desses oligonucleotideos estdo resumidos na Tabela 3.1 e na Figura 3.2. As AuNPs
modificadas com o antimiR-21 e com o DNA sinalizador foram utilizadas nos
ensaios de deteccdo por fluorescéncia e por espectroscopia Raman e denominadas
nanobiossistemas F e nanobiossistemas R, respectivamente.

Tabela 3.1 Dados termodindmicos para a formacao dos nanobiossistemas F e R e hibridiza¢cdo com os
microRNAs alvo. Condigées calculadas para 10 mM de NaCl, 37 °C e 100 nM oligonucleotideos.

Experimentos Oligonucleotideos  AG (kcal/mol) T, °C AH (kcal/mol) AS (kcal/mol)
Beacon molecular F antimiR-21* -1,01 43,3 -50.4 -159,2
Beacon molecular R DNA sinalizador D? -2,39 54,5 -44,6 -136,11

miR-21 -13,9 41,1 -165,1 -487,4

Fluorescéncia 1-miR-21% -12,1 37,8 -147,7 -437,1

3-miR-21° -6,20 22,7 116,4 -355,4
DNA inibidor -11,4 40,2 -99,00 -282,6
miR-21 -13,9 41,1 -165,1 -487 4
Raman
1-miR-21 -12,1 37,8 -147,7 -437,1
3-miR-21 -6,20 22,7 -116,4 -355,4

? Calculado na plataforma Oligoanalyser, disponivel em

https:/ /www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer

bCalculado na plataforma web UNAFold, disponivel em

http:/ /unafold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/ Two-state-melting

Nesse processo, os oligonucleotideos antimiR-21 e DNA sinalizador modificados
com 5'-tiol e 3’-Cy5, foram ressuspensos em 1 mL de uma solugdo 0,1 M de ditiotreitol
(DTT), durante 60 min em temperatura ambiente. Em seguida, foram purificados
utilizando uma coluna de dessalinizagdo NAP-5 (Pharmacia Biotech) e solu¢do tampao

PBS, com pH 8, como eluente. A conjugacdo com os oligonucleotideos foi realizada
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reagindo as AuNPs-dATP/PEG com os oligonucleotideos na propor¢do molar de 1:500
(oligonucleotideo: AuNP-d ATP /PEG). Ap6s adicionar os oligonucleotideos, a mistura
foi mantida sob agitagdo e aquecimento a 50 °C por 3 horas. Os nanobiossistemas
obtidos foram centrifugados a 14000 RPM por 20 minutos para remover o excesso
de reagentes e armazenados no escuro a 4 °C. Essas amostras foram denominadas
nanobiossistemas F e R e foram utilizadas nos ensaios de detecgdo do miR-21 maduro
sintético, provenientes de vesiculas extracelulares e in vitro.

Figura 3.2 Estrutura dos oligonucleotideos. A estrutura secunddria tem o formato de beacons
moleculares. Os DNAs sinalizadores foram utilizados no nanobiossistemas R e o antimiR-21 foi

utilizado no nanobiossistemas F. As estruturas foram calculadas utilizando a plataforma web
NUPACK. Disponivel em: http://www.nupack.org/
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3.2 Caracterizacio dos nanobiossistemas

3.2.1 Espectroscopia UV-vis

Todos os espectros de absorgao das AuNP-cit e dos nanobiossistemas F e R foram
obtidos utilizando um espectrofotometro UV-Vis Eon, (BioTeK) com uma microplaca
Take 3® (BioTek). A faixa de varredura variou entre 200 e 650 nm, com intervalo de 1 nm.

Todas as leituras foram realizadas em temperatura ambiente e com 2 uL de amostra.

3.2.2 Dispersdo de Luz Dindmica

A distribuicdo de tamanho das AuNPs-cit e dos nanobiossistemas foi obtido por
espalhamento de luz dindmico (DLS) usando o Laser Particle Analyzer (NanoPlus, Particu-
late System). As amostras foram analisadas a 25 °C, com um laser He-Ne (comprimento
de onda de 633 nm) e dngulo de dispersdo de 165° com base num indice de refragdo do
dispersante (RI) de 1,33. A viscosidade foi de 0,89 e uma constante dielétrica de 78,3.
As medidas foram realizadas utilizando cubetas de pléstico e foram realizadas 3 ou 5

medigoes de 70 acumulagdes para cada amostra.

3.2.3 Potencial Zeta

As amostras também foram caracterizadas quanto a carga de superficie, determi-
nando seu potencial usando um Zeta potential Analyzer (NanoPlus, Particulate Systen)
com base em 3 repeti¢des, 5 acumulagdes, constante de célula 70. Posi¢oes de célula
0,70/0,35/0,00/-0,35/-0,70. A tensdo elétrica foi fixada em 60 V e a corrente elétrica em
51 mA.
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3.2.4 Microscopia eletronica de transmissao

As nanoparticulas e os nanobiossistemas foram analisados por microscopia
eletronica de transmissdo (MET) utilizando um microscépio eletronico FEI Tecnai G20
(FEI Company, EUA), operando a 200 kV. Para realizar as medidas, as amostras foram
depositadas sobre uma tela de cobre de malha 300 (Koch Electron Microscopy) cobertas

com Formvar (Sigma Aldrich) e secas em temperatura ambiente.

3.2.5 Quantificacdo da concentracao de oligonucleotideos

Para quantificagdo da quantidade de oligonucleotideos conjugados nos nanobios-
sistemas F e R, 100 yL dos nanobiossistemas foram incubados, durante ~ 12 h, com 50
uL de 2-mercaptoetanol (5 mM em 10 mM de PBS) para quebrar a ligagdo ouro-tiol das
AuNPs com os oligonucleotideos. A solugdo contendo os oligonucleotideos foi separada
das AuNPs por centrifugagdo a 10000 RPM por 15 min. As leituras do sobrenadante
foram realizadas usando um leitor de microplacas SpectraMax M2, (Molecular Devices),
pertencente ao Laborat6rio do Prof. Dr. Emer Suavinho (Universidade de Sao Paulo), a
37 °C, com excitagdo ¢ emissdo nos comprimentos de onda de 650 nm ¢ emissdo 665 nm,
respectivamente. Para detectar a emissao da fluorescéncia do Cy5 foi preparada uma
curva padrao variando a concentracdo de 10 a 50 nM, para converter as intensidades de

fluorescéncia em concentra¢do molar.
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3.3 Ensaios de deteccao

Os ensaios de detecgdo foram realizados utilizando as técnicas de espectroscopia
de fluorescéncia e espectroscopia Raman. Para cada teste de deteccao foram utilizados
miR-21 provenientes de trés diferentes fontes: sintético, proveniente de vesiculas ex-
tracelulares e provenientes de células tumorais MCF-7. A seguir serdo detalhados os
procedimentos realizados para o cultivo das culturas celulares, isolamento de vesiculas
extracelulares e RT-qPCR. Serdo detalhados também os procedimentos realizados para

os ensaios de deteccdo utilizando os (i) nanobiossistemas F e (ii) nanobiossistemas R.

3.3.1 Cultivo das linhagens celulares

Utilizou-se a linhagem celular MCF-7, derivada de efusdo pleural de um adeno-
carcinoma mamario [131] e a linhagem celular MCF10A, uma linhagem celular epitelial
ndo tumorigénica [132]. As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM /F12
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) suplementado com soro fetal bovino a 10%
(Atena, Brasil). As culturas celulares foram mantidas a 37 °C, com alta umidade relativa,
em atmosfera controlada contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada
dois dias e as células foram subcultivadas conforme necessério, por clivagem enzimética

com solugdo de tripsina a 0,2% e EDTA a 0,02%.

3.3.2 Purificacdo de vesiculas extracelulares do meio condicionado e

extracdo de RNAs pequenos

Para coletar o meio, 24 horas antes da coleta as células foram mantidas em garrafas
de 25 cm? em meio sem soro. O meio condicionado das linhagens celulares MCF-7 e
MCF10A foi coletado e armazenado a —20 °C até o uso. O isolamento de vesiculas
extracelulares do meio de cultura condicionado foi realizado com o kit Total Exosome
Isolation Reagent (from cell culture media) (Invitrogen™), seguindo as instrugdes do fabri-

cante. Apo6s a purificagdo do RNA total, foi realizado o enriquecimento com RNAs
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pequenos utilizando o kit, Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit (Invitrogen™),
seguindo as instrugdes do fabricante. Em seguida, o RNA obtido foi quantificado por es-
pectroscopia UV-Visivel (leitura na regido de comprimento de onda de 260 nm) usando

o espectrofotdmetro Eon UV-Vis (BioTeK) com uma microplaca Take 3® (BioTek).

3.3.3 Quantificacdo da expressao relativa de miR-21

A quantificacdo da expressao relativa foi realizada por RT-qPCR. Foi utilizado o
método de stem-loop para amplificacdo do miR-21 e posterior quantificacdo. Os primers
foram desenhados na plataforma miRNA Design Tool [87]. A reagdo foi realizada com o
kit Fast SYBR™ (Green Master Mix, Thermofischer). Todos os primers foram adquiridos da
Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, IA). As sequéncias dos primers utilizados

estdo descritas abaixo:

Universal ProbeLibrary probe #21: 5TGGCTCTG3’
universal reverse primer: 5GTGCAGGGTCCGAGGT3’
forward primer: 5GTTTGGTAGCTTATCAGACTGA3’

Stemloop: 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCAACA-3’

3.3.4 Ensaios com o Nanobiossistemas F

Os ensaios de detec¢do com o0 nanobiossistemas F foram realizados utilizando
técnicas baseadas em fluorescéncia. A fluorescéncia é um fendmeno 6ptico que
ocorre em uma molécula cromoéfora depois da mesma absorver fé6tons do ambiente.
Os fotons absorvidos pela estrutura eletronica elevam a energia dos elétrons desta
molécula a estados quénticos excitados e menos estaveis. Para a molécula excitada
atingir a estabilidade necessdria ela deve dissipar a energia absorvida por processos
de decaimentos radiativos e/ou ndo radiativos. O processo de fluorescéncia, é regido

por trés eventos importantes (Figura 3.3): (i) excitacdo de uma molécula por um
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féton recebido do estado fundamental SO, (ii) relaxamento vibracional dos elétrons
do estado excitado S1 para o estado de energia excitado mais baixo S1 e, finalmente,

(iii) emissdo de um féton de menor energia e retorno da molécula ao estado fundamental.

Figura 3.3 Esquema ilustrando o processo de fluorescéncia. Nesse processo o elétron absorve
energia eletromagnética da radiagao incidente e se move para do estado fundamental SO para o
estado excitado S1. Finalmente, a energia é liberado na foram de um féton (fluorescéncia) e o
elétron volta ao estado fundamental SO0.

Processos de exitagao Processos de emissao
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As medicoes de fluorescéncia podem ser classificadas de acordo com o tipo de
dados observados. Os espectros de emissdo sdo obtidos registrando a intensidade de
emissdo sobre a faixa espectral de interesse para a energia fixa de excitagdo. Os espectros
de excitacdo sdo criados medindo a variagdo da intensidade de emissdo na energia
fixa (comprimento de onda) e alterando a energia de excitacdo na regido espectral
desejada. Geralmente, esses espectros sdo simétricos porque as mesmas transi¢des estao
envolvidas na absorcado e na emissdo, e niveis vibracionais semelhantes estdo presentes
no estado fundamental e no estado excitado.

Os dados espectrais de fluorescéncia sdo geralmente apresentados com o espectro
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de emissdo, onde é representado por intensidade de fluorescéncia versus comprimento
de onda. Nessa tese a espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para detectar o sinal
fluorescente da molécula Cy5 que foi utilizada para hibridizar com os oligonucleotideos
de interesse. O sinal foi detectado por espectroscopia de fluorescéncia e por imagens de

fluorescéncia, como descrito a seguir:

(i) Teste de deteccio do miR-21 sintético

A capacidade de reconhecer o alvo especifico foi avaliada por meio da incubagio
em tampao PBS 10 mM (pH=7), a uma razdo molar de 5:1 de miR-21:nanobiossistemas.
A intensidade de fluorescéncia foi adquirida ap6s 2 h de incubagdo, a 37 °C com leitura
espectral ajustada para excitagdo e emissdo em comprimentos de onda de 650 e 665 nm,
respectivamente.

Foram realizados testes de monitoramento da detec¢do, com a leitura da
fluorescéncia realizada em intervalos de 2 minutos, durante 120 minutos. As leituras
foram realizadas usando o leitor de microplacas SpectraMax M2, (Molecular Deuvices).
Os testes de seletividade e sensibilidade foram realizados utilizando diferentes
concentracdes (30 a 100 nM) e moléculas de miR-21 com uma e trés bases alteradas e

miR-21, com as seguintes sequéncias:

miR-21: 5’-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’;
miR-21 com uma base alterada: 5-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUCA-3’;
miR-21 com trés bases alteradas: 5-UAACUUAUCAGACAGAUGUUCA-3".

As letras em vermelho indicam as bases alteradas. Todos os oligonucleotideos

foram adquiridos da Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, IA).
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(ii) Teste de detec¢ao do miR-21 isolado de vesiculas extracelular

Ap6s extracdo e quantificacdo dos RNAs pequenos, foi realizada uma diluigdo
seriada para teste de dose resposta. A capacidade de reconhecer o alvo especifico foi
avaliada por meio da incubacao em tampao fosfato 10 mM (pH 7) a uma razao molar
de 5:1 ( miR-21:nanobiossistemas). A intensidade de fluorescéncia foi adquirida apés 2
h de incubagéao, a 37 °C e com leitura espectral ajustada para excitagdo e emissdo em
comprimentos de onda de 650 e 665 nm, respectivamente. As medidas foram realizadas

usando leitor de microplacas SpectraMax M2 (Molecular Devices).

(iii) Teste de detec¢io do miR-21 intracelular

Para os experimentos de detecgdo foram realizados com as células MCF-7 e
MCF10A semeadas em placas de petri de 35 mm, com laminula e densidade de 1 x 10*
células/placa. As células foram mantidas para crescimento por 48 h. Para a incubagao,
primeiro removeu-se o meio de cultura e as células foram lavadas 3 vezes com PBS. Em
seguida, foram incubadas com o nanobiossistemas F em meio sem soro. Ao final da
incubagao, as células foram lavadas com PBS por 3 vezes, fixadas com formaldeido
(3,7%) e os nucleos foram corados com DAPI. As imagens foram adquiridas em
microscépio confocal (Leica DMi8 TSP8) e as imagens foram analisadas no software do

equipamento.

3.3.5 Ensaios com o Nanobiossistemas R

(i) Teste de deteccao do miR-21 sintético

As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas no laboratério de quimica
supramolecular (Instituto de Quimica-USP). A capacidade de reconhecer o alvo es-
pecifico foi avaliada por incubagdo em tampdo fosfato 10 mM (pH=7) a uma razdo molar
de 5:1 de miR-21:nanobiossistemas. A detecgdo por espectroscopia Raman foi realizada

seguindo-se algumas etapas:( i) O nanobiossistemas R foi incubado com o oligonu-
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cleotideo DNA inibidor, com seguinte sequéncia : 5-TCAACATCAGTCTGATAAGCTA-
3’ (caracteristicas na Taela 3.1), overnight (razdo molar 1:1000), para inibir o sinal Raman
da molécula Cy5. Em seguida, a mistura foi centrifugada em 7000 RPM por 10 min e
descartado o sobrenadante para remover o excesso de reagentes. (ii) O nanobiossistemas
R recém conjugado com o DNA inibidor foi misturado ao miR-21, em uma razdo molar
de 5:1 em tampdo fosfato, e deixado reagir por 2 horas a 37 °C. (iii) Foi adicionado 5 mM
de MgCl, para agregar as AuNPs, ap6s a agregagdo a mistura foi centrifugada a 7000
RPM por 10 min e o sobrenadante foi coletado e descartado. (iv) O nanobiossistemas
R foi ressupendido em 100 uL de PBS e a leitura foi realizada depositando-se 20 uL
dessa suspensdo sobre uma ldmina de vidro e a leitura foi realizada imediatamente. A
etapa de agregacdo com MgCl, é essencial para criar hotspots que intensificam o sinal
Raman, gerando o efeito SERS [133]. Os espectros foram adquiridos em um microscépio
Raman confocal WITec alpha300R com excitagdo no comprimento de onda de onda
632 nm. Para cada experimento, trés medidas SERS foram realizadas por amostra e a
média em um tnico espectro. Todos os espectros SERS relatados aqui foram subtraidos
e suavizados em segundo plano usando um filtro Savitsky-Golay (janela de cinco pontos

e polindmio de primeira ordem).

(ii) Teste de deteccao do miR-21 isolado de vesiculas extracelular

Apos extragdo e quantificagdo dos RNAs pequenos, foi realizada uma diluicao
seriada para teste de dose resposta. O procedimento para deteccado foi realizado da

mesma maneira descrita na detecgdo do miR-21 sintético (Segao 3.3.5).



Capitulo 4

Resultados e Discussdo
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Nesse capitulo serdo apresentados os resultados e discussoes referentes ao desen-
volvimento de dois nanobiossistemas baseados em nanoesferas de ouro modificadas
com fitas de DNA para deteccdo do microRNA tumoral miR-21. Essas fitas foram
projetadas para reconhecer a sequéncia do miR-21 maduro e emitir um sinal por meio
da conjugagdo com molécula Cy5. Para preparacdo desses nanobiossistemas foi ne-
cessdrio sintetizar nanoesferas de ouro, que posteriormente tiveram suas superficies
modificadas com as biomoléculas de interesse. Finalmente, foram realizados ensaios
de deteccdo de miR-21 em amostras sintéticas, vesiculas extracelulares e em células
tumorais MCF-7 e células normais MCF10A. Sendo assim, o capitulo divide-se em trés
partes: (a) apresentacdo dos resultados e discussoes referentes a sintese das nanoesferas
de ouro. (b) caracterizagdo dos nanobiossistemas, AuNPs com superficies modifica-
das e (c) resultados dos ensaios de deteccao utilizando as técnicas de fluorescéncia e

espectroscopia Raman.

4.1 Caracterizacao das nanoparticulas de ouro

A Figura 4.1 ilustra o espectro de absorcdo das AuNPs-cit, onde é possivel
observar a banda SPR na regido de 520 nm, que é tipica de nanoparticulas de ouro
com morfologia esférica. O espectro de absorgdo associado ao aspecto visual da
suspensdo permite obter informagdes a respeito da formacgao do produto desejado, ja
que existéncia e localizagdo da banda SPR, a tonalidade e transparéncia da suspensao
dependem do didmetro, forma, estrutura superficial e estado de aglomeracao das
nanoparticulas.

Essas alteragdes na tonalidade ocorrem devido a banda SPR e ja foi mostrado
que a mudanga da coloragdo de vermelho para tons de azul e roxo estad associada
com um aumento no tamanho das particulas e deslocamento da banda SPR para

comprimentos de onda maiores. Isso porque particulas menores (< 30 nm) absorvem o
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azul no espectro de luz visivel e refletem o vermelho, o que corresponde a sua coloragao
vermelha. Ja as particulas maiores, devido ao seu tamanho, absorvem no vermelho e

refletem no azul e, por isso, apresentam uma cor azul/roxa.

Figura 4.1 Espectro de absorc¢do Optica das nanoparticulas de ouro estabilizadas com citrato.
A banda de absor¢ao em 524 nm é devido a ressondncia plasmoénica de supertficie. O inserido
mostra a coloragdo da suspensao final.
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Conforme é possivel verificar na foto apresentada na Figura 4.1, a suspensao
de AuNPs sintetizada neste trabalho apresenta a coloracdo vermelha, o que indica
a formacao das NPs de ouro pouco aglomeradas e com tamanhos menores que 30
nm. Ainda, a largura e a auséncia de bandas acima de 550 nm indicam a formacédo de
particulas com a distribui¢do de tamanho monodispersa [134].

A distribuicdo de tamanho das nanoparticulas foi avaliada por microscopia
eletronica de transmissdo e DLS. No caso do DLS mede-se o didmetro hidrodindmico

das particulas, incluindo o tamanho do ntcleo metalico, o revestimento da superficie
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e a camada de solvente associada a particula. A Figura 4.2 ilustra a distribuicdo de
diametro hidrodindmico das AuNPs-cit, calculada em relagao a intensidade. Essas me-
didas mostram que as AuNPs-cit possuem uma distribuicdo de didmetro monomodal,

com tamanho médio de ~ 21 nm.

Figura4.2 Diagrama DLS ilustrando o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas AuNPs-cit.
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A distribuicdo de tamanho de particulas também foi avaliada por meio de histogra-
mas construidos a partir de imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo
(Figura 4.3). Os histogramas foram construidos a partir da contagem de aproximada-
mente 200 nanoparticulas. O tamanho médio das nanoparticulas, obtidos a partir de
parametros do ajuste gaussiano realizado, foi de ~ 19 nm. A discrepancia entre os
valores dos didametros obtidos por MET e DLS reside no fato de que na medida de DLS
as moléculas de citrato ligadas a superficie das AuNPs e as moléculas de dgua proximas
a superficie também contribuem para o tamanho final observado, promovendo um
aumento no didmetro final.

A morfologia das AuNPs-cit foi avaliada a partir de micrografias obtidas por
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microscopia eletronica de transmissdo. Como é possivel observar na Figura 4.3, as
AuNPs-cit possuem formato predominante esférico e uma boa homogeneidade de tama-
nho. Ainda, observa-se a formagdo de pequenos aglomerados, que pode ser resultado
da auséncia de revestimento de citrato na superficie de algumas NPs. Assim, a repulsdo
eletrostatica promovida pelo citrato ndo € suficiente para impedir o contato entre essas

nanoparticulas e isso resulta na formacao desses aglomerados.

Figura 4.3 Micrografias obtidas a partir de microscopia eletrénica de transmissdo da amostra
AuNPs-cit.

4.1.1 Concentracao de Nanoparticulas na Suspensio

A concentragdo molar de AuNPs-cit na suspengdo foi determinada a partir do
espectro de absorc¢do e utilizando a lei de Beer-Lambert (Equagao 4.1), segundo a qual a

absorbancia ¢ uma funcéo linear da concentragdo, dada pela seguinte relagao [135]:

A=excxl 4.1)
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onde, A é absorbancia molar, € a absortividade molar, ¢ a concentragdo molar do
composto e [ o caminho 6ptico. Para as AulNPs, a absortividade molar é chamada de
coeficiente de extingdo. Este é caracteristico de cada nanoparticula e cada comprimento
de onda, e expressa a probabilidade de interacdo de uma dada nanoparticula com a
radiagdo incidente. A concentracdo de AuNDPs-cit calculada a partir da Equacao 4.1 foi
de 4,60 nM.

Para comparacdo, a concentracdo também foi estimada teoricamente a partir da
quantidade de ouro utilizada na reacdo e do nimero de particulas produzidas. Para
esse cdlculo utilizou-se o volume de uma tinica nanoparticula esférica, que é medido a
partir do didmetro médio obtido por microscopia eletronica de transmisséo, e a massa
especifica do ouro (19,30 g/cm3).

O namero médio de nanoparticulas presentes na suspensdo foi estimado a partir
da razao entre o ntimero total de dtomos de Au'” gerados na solucao e o ntimero de
dtomos de Au'? presentes em cada nanoparticula. Sendo que o ntimero total de dtomos
de Au© foi calculado diretamente a partir da quantidade de HAuCly utilizada na
sintese. Para tanto, foi admitido que todo Au™ foi reduzido, gerando nanoparticulas
monodispersas e perfeitamente esféricas. Neste método, o ntimero de AuNPs-cit
calculado foi de 2,842 x 10'® nanoparticulas/L e a concentragao molar foi de 4,70 nM.

O valor estd em boa concordancia com o obtido utilizando a Equacéo 4.1.

4.1.2 Anélise do Potencial Zeta

A analise da carga elétrica foi realizada por meio de medidas de potencial Zeta.
O potencial Zeta ¢ uma medida da carga global das particulas no meio e indica a sua
estabilidade, no sentido de que quanto maior o potencial Zeta, mais estdveis sdo as
particulas. No processo de sintese aqui adotado para obtencdo das AuNPs-cit, o citrato
trisédico desempenha um duplo papel na reagio, pois além de reduzir os fons Au’*
e Au”, se liga a superficie das nanoparticulas, promovendo a repulsdo eletrostatica.
Assim ele atua como um agente estabilizador fraco [136].

Parte das aplica¢des envolvendo AuNPs dependem da modificagdo da superficie,
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uma vez que essas modificagdes sdo dependentes da estabilidade das NPs em deter-
minado meio, a quantificacdo das cargas eletrostéticas da superficie permite inferir a
estabilidade da suspensdo. As AuNPs-cit sintetizadas nesse trabalho possuem potencial
Zeta proximo de -27 mV. Sabe-se que nanoparticulas com valores de potencial Zeta
fora da faixa de 20 a -20 mV tém repulsdo eletrostatica suficiente para permanecerem
estaveis em solugdo. Assim, o valor obtido mostra que as AuNPs-cit sdo estaveis e

podem ser utilizadas para funcionalizagdo da superficie.

4.2 Caracterizacdo dos Nanobiossistemas

A preparagdo dos nanobiossistemas utilizados nesse trabalho se deu pela
conjugacao das AuNPs-cit com polietilenoglicol e dATP, com posterior substituigdo do
dATP por oligonucleotideos. A superficie da maioria das nanoparticulas é dindmica
e fortemente influenciada pelo ambiente e a estabilizagdo de sistemas coloidais é um
dos aspectos mais fundamentais em nanociéncias. Normalmente, essa estabilizagdo é
alcangada por meio da repulsao eletrostatica.

AuNPs recobertas com citrato, por exemplo, sdo carregadas negativamente e
estaveis para concentra¢oes de sal abaixo de 10 mM. No entanto, um leve aumento
nessa concentragdo pode levar a agregagdo irreversivel. Desse modo, um cuidado deve
ser tomado durante a conjugacdo de oligonucleotideos, uma vez que ela exige um
aumento da concentragdo idnica, pois tanto as AuNPs-cit quanto os oligonucleotideos
sdo carregados negativamente, o aumento na concentracdo promove uma redugao na
repulsao eletrostatica e facilita a conjugacao [20].

Para evitar a agregacdao promovida pelo aumento da concentragdo idnica, foi
utilizado PEG durante o processo de substituicdo dos dATPs pelo antimiR-21. Isso
porque o PEG cria uma camada de prote¢do que evita a agregagdo por meio de im-
pedimento estérico. A Figura 4.4 apresenta os espectros de absor¢do das amostras
AuNPs-dATP/PEG e AuNPs-AntimiR-21. Sabe-se que os acidos nucléicos, DNA e

RNA, apresentam uma absorbancia intensa entre os comprimentos de onda de 240 e
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275 nm, referentes aos anéis de pirimidina e purina das bases nitrogenadas. Assim, é
possivel verificar se houve a conjugagdo esperada das moléculas de dATP e os oligonu-
cleotideos. Como é possivel observar na Figura 4.4, o espectro da AuNPs-dATP/PEG e
AuNPs -AntimiR-21 apresentam uma banda de absor¢do em comprimentos de onda
de 524 nm e 530 nm, respectivamente, que correspondem a banda SPR das AuNPs-cit.
A banda observada em 260 nm corresponde a absor¢do das bases nitrogenadas dos

mononucleotideos dATP e do antimiR-21.

Figura 4.4 Espectro de absor¢do dos nanobiossistemas apds a modifica¢do da superficie com
dATP/PEG e antimiR-21. A banda de absor¢cio em torno de 520 nm é devido a ressonancia
de plasmom de superficie. Em 260 nm é possivel observar uma banda referente as bases
nitrogenadas do dATP e do AntimiR-21 nas AuNPs modificadas.
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Ainda, na amostra AuNPs-AntimiR-21, a banda SPR teve um ligeiro deslocamento,
passando de ~ 524 nm para ~ 530 nm. Independentemente do tipo de interagdo ou
ligacdo de biomoléculas na superficie das AuNPs, o bioconjugado pode apresentar um
espectro de absor¢do com pelo menos um pequeno alargamento ou deslocamento da

banda plasmonica quando comparado ao espectro das AuNPs-cit [137]. Isso ocorre,



Caracterizagdo dos Nanobiossistemas 64

pois os plasmons de superficie das AuNPs sdo sensiveis a variagdo de massa e de carga.
Nesse caso, a variagdo ocorre devido a aproximacao e interacdo das biomoléculas com a
superficie das nanoparticulas, e mostra que houve a conjugacdo dos oligonucleotideos.

Em um estudo realizado por Mirkin et al. [138] foi observado que a modificagao
da superficie de AuNPs com desoxinucletideos menos carregados, tais como, desoxiade-
nosina, desoxicitosina e desoxiguanosina, ndo foram suficientes para evitar a agregagao
das nanoparticulas. No entanto, para os estabilizantes utilizados aqui, os fosfatos
altamente carregados presentes nos dATPs em conjunto com o PEG, promoveram
repulsdo eletrostética e estérica entre as AuNPs e mantiveram as nanoparticulas estdveis,
permitindo assim a conjugacdo dos oligonucleotideos e obtencdo dos nanobiossistemas.

Esse resultado mostra que os dATPs e o PEG sdo capazes de estabilizar AuNDPs,
mesmo apds o aumento do pH necessario para a conjugacdo de oligonucleotideos.
Resultados semelhantes foram obtidos por Zhao et al. [139] com o uso de dNTPs. Eles
mostraram que os dNTPs possuem a capacidade de adsorver de maneira reversivel
sobre a superficie de AuNPs estabilizadas com citrato, facilitando a conjugacao de
biomoléculas. Desse modo, o método desenvolvido apresenta-se como uma boa

alternativa para estabilizar e funcionalizar nanoparticulas de ouro.

4.2.1 Distribuicao de Tamanho e Morfologia

Medidas de DLS foram realizadas para avaliar a variagdo no didmetro hidro-
dindmico das AuNPs-cit ap6s a modificacdo da superficie com dATP /PEG e antimiR-21
(Figura 4.5). A medida de DLS ndo mede apenas o didmetro das particulas presente no
meio, mas também as moléculas ligadas a superficie e as moléculas do solvente. Desse
modo, é possivel avaliar as altera¢des no tamanho do raio hidrodindmico em funcao da
conjugacdo de moléculas, tais como polimeros, proteinas ou oligonucleotideos.

A partir das curvas apresentadas na Figura 4.5 é possivel observar que quando as
moléculas de citrato presentes na superficie das AuNPs-cit foram substituidas pelas

moléculas de dATP/PEG e antimiR-21, o didmetro hidrodindmico das AuNPs-cit
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passou de ~ 21 nm para ~ 25 nm e ~ 38 nm para AuNPs-cit+dATP/PEG e
AuNPs-cit+AntimiR-21, respectivamente. As medidas de DLS mostraram que apo6s a
funcionalizagdo da superficie das AuNPs-cit o didmetro hidrodindmico aumentou, mas
manteve o padrdo monomodal e estreita distribui¢do de tamanho, o que indica uma

boa estabilidade da suspenséao coloidal.

Figura 4.5 Distribuicdo de tamanho das AuNPs-cit apés a modificacdo da superficie com
dATP/PEG e antimiR-21. dados obtidos a partir de medidas de DLS.
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A Figura 4.6 apresenta micrografias obtidas por microscopia eletronica de trans-
missdo realizadas para avaliar a morfologia e as alteragdes que ocorreram na dispersdo
das AuNPs-cit ap6s as modifica¢cdes da superficie com o polietilenoglicol e com os

oligonucleotideos.
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Figura 4.6 Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo das amostras (A) e
(B) AuNPs-dATP/PEG-SH e (C) e (D) AuNPs-Anti-miR-21.

AuNPs-dATP/PEG-SH
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As imagens foram realizadas ap6s cada modificagdo. Como é possivel observar,

ap0s a modificagdo da superficie com o polietilenoglicol (Figuras 4.6 (A) e (B)) e com
os oligonucleotideos (Figuras 4.6 (C) e (D)) as particulas apresentam um maior nivel
de dispersdo. Essas mudancgas na aglomeragao sdo devido a dois fatores: (a) ds cadeias
poliméricas do PEG, que promovem impedimento estérico e (b) as cargas negativas dos

grupos fosfatos, que promovem a repulsdo eletrostatica.
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4.2.2 Superficie quimica

O aumento no valor absoluto do potencial Zeta ¢ atribuido as cargas negativas dos
grupos fosfatos presentes nas moléculas de dATP e nos oligonucleotideos. Sendo que o
potencial das AuNPs-dATP/PEG aumentou para -31 mV e o das AuNPs-AntimiR-21
e AuNPs-DNA aumentaram para -37 mV. Esse aumento indica que houve suspensido
coloidal que se tornou mais estavel. A estabilidade das nanoparticulas surge a partir da
repulsao eletrostatica entre as cargas negativas sobre as nanoparticulas. Como o PEG é
eletricamente neutro, ele ndo afeta o potencial Zeta, sua contribui¢do para a estabilizagdo
ocorre por meio da estabilizagdo estérica promovida pelas cadeias longas do polimero.
O resultado estd em concorddncia com a estabilidade coloidal das AuNPs-cit indicada

por UV-Vis e DLS.

4.2.3 Concentracao Molar dos Oligonucleotideos

A quantificacdo da concentragdo molar de oligonucleotideos conjugados foi reali-
zada por meio da leitura da emissdo de fluorescéncia dos oligonucleotideos deslocados
das AuNPs ap6s reagdo com 5 mM de 2-mercaptoetanol por 24 horas. A Figura 4.7 mos-
tra o grafico com os dados experimentais obtidos a partir de diferentes concentragdes de
oligonucleotideos (10, 20, 30, 40 e 50 nM). A concentra¢do molar dos oligonucleotideos,

calculada a partir do ajuste linear dos dados experimentais, foi de 0,4 nM.

4.3 Ensaios de Deteccao de microRNA Tumoral

As AuNPs possuem a propriedade de inibir a emissdo de fluorescéncia quando os
fluoréforos estdo proximos a sua superficie. Assim, AuNPs podem ser usadas para “des-
ligar”a fluorescéncia e “ligar”apés o estimulo certo. Outra propriedade interessante das
AuNPs é a sua capacidade de intensificar o sinal Raman, permitindo também “ligar”e
“desligar”o sinal Raman. Baseado nisso, os nanobiossistemas desenvolvidos aqui terdo

o respectivo sinal ligado quando o microRNA alvo hibridizar com o nanobiossistemas e
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Figura4.7 Curva de calibragdo concentragdo molar vs. intensidade de oligonucleotidios conju-
gados sobre as AuNPs-cit. (R* = 0,994, y = 2,423 x 10% + 4,177 x 10°x).
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terdo o seu sinal detectado por fluorescéncia e por espectroscopia Raman. Para testar
esse conceito, foi utilizado um microRNA sintético com a sequéncia complementar do
miR-21 para realizar os testes de hibridizacdo com o nanobiossistemas fluorescente
utilizando um miR-21, que teve uma ou trés sequéncias de nucleotideos alteradas. Essas
alteragdes tiveram por objetivo testar a seletividade e determinar os limites de detecgdo
e de quantificacdo, a fim de tornar conhecida a sua sensibilidade. Posteriormente,
foram realizados testes para verificar o potencial que o nanobiossistemas possui para
detectar o miR-21 proveniente de vesiculas extracelulares isoladas de células MCEFE-7.

Os resultados e discussdo dos ensaios de deteccdo sdo apresentados a seguir.
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4.3.1 Ensaios de Deteccao por Fluorescéncia

4.3.1.1 Deteccao do miR-21 sintético

Para testar a capacidade que o nanobiossistemas possui para reconhecer o miR-21
maduro, foi realizado um experimento preliminar para deteccdo de 10 nM de miR-21
sintético ao longo de 120 minutos. O monitoramento da hibridizacdo com miR-21
sintético ao longo do tempo foi realizado detectando a emissdo de fluorescéncia a cada
2 minutos. A Figura 4.8 ilustra o gréfico da emissdo de fluorescéncia em funcdo do
tempo, onde é possivel observar que a hibridizagdo ocorre nos primeiros minutos e
aumenta gradualmente até o fim da aquisicdo. Ainda, verifica-se que para o periodo de
tempo compreendido entre 0 e 20 min ocorre um rdpido aumento na intensidade. Ja
para o periodo compreendido entre 20 e 60 min houve pouco incremento na intensidade
da fluorescéncia. Isso indica que o nanobiossistemas permite uma leitura rapida, sem
necessidade de etapas de amplificagdo, como aquelas necessarias em detecgdo via
qRT-PCR que aumentam o tempo de aquisigdo.

Ap0s a caracterizacdo dos nanobiossistemas e a deteccdo preliminar do miR-21,
foram realizados testes de sensibilidade e seletividade. A Figura 4.9 ilustra o gréfico
com a intensidade de fluorescéncia da molécula Cy5, obtido apés 2 horas de incubagao
do nanobiossistemas com miR-21 sintético com 1 e com 3 bases alteradas. Observa-se
que a intensidade da fluorescéncia aumenta em relagdo a concentragido de miR-21. A
mudanca conformacional no molecular beacon depende da hibridizagdo correta das fitas.
Neste experimento, descobrimos que had uma dependéncia da intensidade do sinal
fluorescente com a hibridizagdo. Isto foi evidenciado pelo baixo sinal emitido quando o
nanobiossistemas foi incubado com as sequéncias com bases alteradas em comparagdo
com o miR-21. O sinal méximo de emissao no ensaio com o miR-21 foi observado em
uma concentragdo de 10 nM, acima desta concentracéo, o sinal foi observado valores

semelhantes aos da concentracdo anterior.
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Figura 4.8 Detec¢do de miR-21. Emissao de fluorescéncia em fung¢do do tempo de incubacdo.
Experimentos realizados com 10 nM de miR-21 a 37 °C.
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O miR-21 sintético também foi utilizado para obtenc¢do de uma curva de calibragao
baseada em diferentes concentra¢des de Cy5. A curva obtida encontra-se na Figura 4.10.
O limite de deteccdo, calculado a partir do ajuste linear da curva, foi de 0,18 nM e o
limite de quantificagdo calculado foi de 0,55 nM, com resposta linear entre 3,0 nM a
100,0 nM.

O limite de detec¢do (LOD) alcangado é semelhante ou maior quando comparado
aos relatados para outras abordagens de detecgdo de miR-21 baseadas em métodos
fluorescentes (6 aM [140], 0,4 pM [141], 2,4 pM [142], 40 pM [140] e 60 pM [143]). No
entanto, a metodologia relatada aqui é realizada em uma tnica etapa de incubagao
(uma vez que o nanobiossistemas esteja pronto), com uma concentracdo de sonda de

acido nucleico sintético muito baixa (2,5 nM) e sem qualquer estratégia de amplificacao.
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Figura 4.9 Especificidade de AuNPs-antimiR-21 para o miR-21. Emissao de fluorescéncia em
funcdo da concentragdo com (quadrado vermelho) miR-21, (circulo azul) miR-21 com uma base
alterada e (c) miR-21 com trés bases alteradas. Experimentos realizados a 37 °C. O insert mostra
as intensidades de fluorescéncia para o buffer e AuNPs-antimiR-21.
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Esses recursos simplificam de maneira significativa o potencial de implementagdo dessa
tecnologia em dispositivos portateis e automéaticos adequados para realizar a detecgdo a
um custo acessivel em diferentes configuragdes. Também vale a pena mencionar que a
sensibilidade alcangada é suficiente para aplica¢des relevantes e que, embora 2h seja o
tempo ideal, a determinacdo pode ser realizada em apenas 1h.

Alguns métodos laboratoriais que j& foram aplicados para deteccdo de miRNAs
circulantes, incluindo qRT-PCR (Reagdo em Cadeia Polimerase Quantitativa em Tempo
Real), ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢dao Enzimatica) microarrays, e sequenciamento
de RNA, sdo procedimentos que podem precisar de algumas horas para fornecer os
resultados. Recentes pesquisas tém avangado em ensaios de deteccdo eletroquimica,
obtendo sensibilidade e seletividade extremamente altas [144-146]. Contudo, esses

procedimentos podem ser trabalhosos, demorados e, frequentemente, necessitam de
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Figura4.10 Curva de calibracdo para detec¢do de miR-21 sintético por espectroscopia de fluo-
rescéncia. (R> = 0,994,y = 3,619 x 101 + 1,183 x 10'°x)
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cuidados extras e instrumentos caros [84].

O nanobiossistemas desenvolvido neste trabalho pode realizar a leitura em um
tempo curto (1 h) e com apenas uma etapa de incubagdo com o miRNA alvo. A deteccado
do sinal fluorescente pode ser realizada em equipamentos de rotina de laboratério de
analises clinicas, como leitores de placa de fluorescéncia, sem a necessidade de etapas
de amplificagdo do miRNA alvo, descartando o uso de enzimas que podem encarecer o

processo.

4.3.1.2 Deteccao de miR-21 de Vesiculas Extracelulares

Foram realizados testes para verificar o potencial do nanobiossistemas F para
deteccdo de miR-21 maduro intracelular de células MCF-7. Uma das vantagens de se
usar AuNDPs esta relacionada a sua capacidade de penetracdo celular, baixa citotoxi-

dade e alta eficiéncia como quencher de fluoréforos. Primeiramente foi confirmada a
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expressao do miR-21 nas vesiculas extracelulares isoladas do meio condicionado. A
Figura 4.11 ilustra o grafico da expressao relativa do miR-21, onde é possivel observar
a diferenga de expressao nas linhagens testadas. A linhagem MCF7 apresentou maior
expressao comparada as células MCF10A. Esse perfil era esperado, ja que a linhagem
MCF7 superexpressa o miR-21, enquanto, as células MCF10A sdo ndo-tumorigenicas,

usadas como controle.

Figura 4.11 Expressao relativa do miR-21 derivado de vesiculas extracelulares do meio condici-
onado da cultura celular MCF-7 e MCF10A.
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Para detectar o miR-21 isolado de vesiculas extracelulares isoladas do meio
condicionado da cultura celular MCF-7 foram realizados testes de teste sensibilidade.
Para isso, apds extragdo e quantificagdo dos RNAs pequenos, foi realizada uma diluigao
seriada para a realizacdo dos testes. A Figura 4.12 ilustra o gréfico com a curva obtida,

nela é possivel observar o aumento gradual da intensidade da fluorescéncia com o
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aumento da quantidade de miR-21. O limite de detec¢do calculado foi de 0,74 ng/uL, o
limite de quantificagao calculado foi de 2,24 ng/uL e a resposta linear compreendida

entre 10 e 150 ng/uL.

Figura 4.12 Ensaio de teste sensibilidade de miR-21 derivado de vesiculas extracelulares do
meio condicionado da cultura celular MCF-7 para detec¢do por fluorescéncia.(R* = 0,984,
y = 3,235 x 10° + 4,144 x 10°x)
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Quanto a comparagdo com outros métodos de detecgdo aplicados a determinagao
de miRNAs, a vantagem mais relevante da metodologia relatada aqui é a simplicidade
da determinagdo em uma Unica etapa, sem processos posteriores para evidenciar o
miRNA alvo, e usando apenas 1,0 g do RNA extraido. Varios métodos de deteccao
tém sido desenvolvidos com diferentes abordagens e duas que vém ganhando destaque
é a utilizagdo de etapas de amplificacio do microRNA alvo de forma enzimdtica e ndo

enzimatica [147]. Esses métodos demonstram grande sensibilidade, mas encarecem
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e aumentam o tempo do processo de deteccdo, pois utilizam reagentes enzimaticos e
necessitam de algum tempo para ocorrer as reagdes de amplificagdo [148-152].
Métodos que tém se mostrado muito sensiveis sdo os que utilizam leitura de
sinal elétrico ou eletroquimico. No entanto, uma limitacdo importante é a necessidade
de multiplos passos e reagentes na preparagdo do biossensor, antes que a detecgdo
eletroquimica ocorra. Ja outros métodos utilizam nanomateriais mais complexos que
demandam técnicas muitos especificas para a sintese, o que também se torna um
obstaculo para aplicacdo clinica. Nesse trabalho, nés mostramos um método que
combina a facilidade da sintese do nanobiossistemas com uma abordagem de fécil
leitura que utiliza um equipamento comum na rotina laboratorial. Além disso, que

possui uma sensibilidade aplicavel na pratica clinica.

4.3.1.3 Deteccdo do miR-21 maduro in Vitro

A Figura 4.13 ilustra as imagens de fluorescéncia e DIC obtidas por microscopia
confocal de varredura a laser. Nas Figuras 4.13 A e 4.13 B é possivel observar que
nas células tratadas somente com AuNPs nenhum tipo de emissao é detectada. As
Figuras 4.13 C e D mostram as imagens das células MCF-7 e MCF10 tradas com o
nanobiossistemas F. Nestas imagens é possivel observar diversos locais no citoplasma
das células com emissdo de sinal fluorescente. Verificou-se que na linhagem MCF10-A a

expressdo do miR-21 é mais baixa em comparacdo a MCF-7.
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Figura 4.13 Imagens obtidas por microscopia confocal das célula (A) MCF-7 e (B) MCF10A
tratadas apenas com as AuNPs-cit e (C) MCF-7 e (D) MCF10A tratadas com o nanobiossistemas
F. As pontas de setas indicam locais fluorescentes em ambas as linhagens celular. E possivel
verificar nas células MCF-7 a quantidade de pontos fluorescentes e nticleos corados com DAPI.
Os pontos vermelhos sao referentes a molécula Cyb.
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AuNPs-cit

Nanobiossistema F

A Figura 4.14 ilustra o grafico da quantificacdo da intensidade de fluorescéncia
observada nas duas linhagens celulares. Sistemas de detec¢do de imagens baseados em
nanomateriais facilitam a observagdo espago-temporal de moléculas alvo intracelulares.

Por exemplo, AuNPs foram usadas para entregar molecular beacons que tétm mRNA
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ou microRNAs como alvo ou com sequéncias especificas, em células-alvo devido a
sua capacidade de atuar como carreadores e protegerem os molecular beacons contra a

degracao [153,154].

Figura 4.14 Intensidade de fluorescéncia do Cy5 para as células MCF-7 e MCF10A tratadas com
10 nM do nanobiossistemas F.
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Comparado com agentes de transfeccdo convencionais usados para transfectar mo-
lecular beacons em células, as AuNPs exibem excelente citocompatibilidade, aumentando
assim a capacidade de entrega, ao mesmo tempo que protegem contra intera¢des desne-
cessarias com biomoléculas, incluindo nucleases. Existem varias estratégias convencio-
nais de deteccdo de miRNA, incluindo microarray, RT-PCR e Northern blotting [155].

Os métodos convencionais de deteccdo estdo associados a algumas limitacdes que
indicam a necessidade de planejar e implantar sistemas de imagem em tempo real ndo

invasivos de alto rendimento para a detecgdo de miRNAs em ambientes pré-clinicos e
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clinicos [155]. Apesar de muito avango o campo de deteccdo de miRNAs por imagens
ainda esta em desenvolvimento. Novas técnicas de imagem tém sido desenvolvidas
nos ultimos anos para o estudo de vérios alvos [156-158].

Recentemente, para melhorar a sensibilidade da detec¢do, foram introduzi-
das diversas estratégias para visualizagdo de miRNAs, como por exemplo ciclos de
amplificagdo ndo enzimaticas (reagdo em cadeia de hibridizagdo, montagem de gancho
catalitico, catélise dirigida por entropia e reacdo de hibridacdo em cascata). Aqui, nés
mostramos que o nanobiossistemas F tem a capacidade de penetrar as células sem afetar
a sua viabilidade e detectar o microRNA alvo em células MCF-7, que superexpressam o
miR-21.

Como observado na Figura 4.13, o sinal fluorescente do Cy5 nas células MCE-7
foi mais intensos do que os observados nas células MCF10-A, sugerindo que o nivel
de miR-21 em MCF-7 é maior do que nas células MCF10-A. Este resultado estd em
concordancia com a anélise semi-quantitativa da intensidade de fluorescéncia (Figura
4.14). Os resultados da RT-PCR também mostraram que o nivel da expressdo do miR-21
nas células MCF-7 foi maior do que aquele observado nas células MCF10A (4.15).

Assim, o nanobiossistemas fluorescente desenvolvido aqui foi ttil também para
detectar o miR-21 in vitro em células MCF-7. Vale destacar que a deteccao foi possivel
sem a necessidade de processos de ampliacdo do miR alvo, o que traz vantagens em
relacdo ao tempo e a complexidade do nanobiossistemas, j& que para a amplifica¢do, é

necessario o uso de enzimas ou nanoestruturas mais complexas [159].

4.3.2 Ensaios de Deteccao por Espectroscopia Raman

4.3.2.1 Deteccao do miR-21 Sintético

Neste trabalho, a deteccdo do miR-21 também foi realizada utilizando a
espectroscopia Raman. O nanobiossistemas R para uso na espectroscopia Raman
funciona de modo semelhante ao nanobiossistemas F, desenvolvido para detec¢do por
fluorescéncia. Porém, neste caso, as AuNPs intensificam o sinal Raman da molécula

Cy5. Ainda, a intensificagdo do sinal Raman é alcancada a partir da agregacao
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Figura 4.15 Expressdo relativa do miR-21 derivado de células MCF-7 e MCF10A por RT-PCR.
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das AuNPs. Essa agregacdo foi realizada a partir da adi¢ao de 10 mM de MgCl,
na suspensdao de AuNPs-AntimiR-21 ap6s a adi¢do do miR-21 para hibridizagao.
Para esse nanobiossistemas foi necessario um passo adicional de hibridizagdo, para
inibir a emissdo do sinal Raman até o momento da reagdao de hibridizagdo com o
microRNA alvo. Essa etapa foi realizada hibridizando o nanobiossistemas R com
o oligonucleotideo denominado DNA-inibidor, que possui uma sequéncia capaz
de hibridizar tanto com o DNA-sinalizador ligado as AuNPs quanto com o miR-21
maduro. Porém, o duplex DNA-inibidor+miR-21 é mais estdvel e se forma de maneira
mais energeticamente favoravel. A Figura 4.16 ilustra o processo de funcionamento do

nanobiossistemas R.
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Figura 4.16 Esquema mostrando o processo de funcionamento do nanobiossistemas R.
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Quando o miR-21 é adicionado ao meio ele hibridiza com o DNA-protetor e per-
mite que o oligonucleotideo do nanobiossistemas mude sua conformagdo, promovendo
uma auto-hibridizagdo e aproximando o fluoréforo da superficie da AuNPs. A Figura
4.17 ilustra o espectro Raman da molécula Cy5 na auséncia e na presenca do inten-
sificador sinal, apds hibridizagdo com o miR-21. Nessa Figura pode-se observar que
na auséncia do miR-21 a intensidade do sinal Raman é baixa e aumenta para 100 nM
quando o miR-21 sintético é adicionado ao sistema. Isso indica uma boa sensibilidade
da espectroscopia Raman para diferenciar entre positivos e negativos em teste usando o

Cy5 como molécula reporter.
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Figura 4.17 Detec¢do do miR-21 por espectroscopia Raman. Espectro Raman da molécula Cy5
na auséncia (linha vermelha) e presenca (linha preta) de 100 nM de miR-21 sintético.
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A SERS, como técnica espectroscopica sensivel, foi introduzida no campo da
deteccdo de miRNA em 2008, quando Driskell et al. [24] utilizaram matrizes de na-
nobastoes de prata como substrato de metal para deteccdo e classificagdo livre de
marcadores de miRNAs. Neste trabalho cinco miRNAs humanos ndo aparentados e 8
membros da familia de miRNAs Let-7 foram sintetizados e adsorvidos diretamente nas
matrizes de nanobastdes de prata. Os espectros de SERS de miRNAs relacionados e nao
relacionados foram detectados em tempo quase real, e os padroes de miRNAs foram
classificados usando anélise de PLS-DA com alta precisdo. Em um estudo posterior,
Abell et al. [22] empregaram um chip de nanobastdes de prata baseado em arranjos
para obter sinais SERS reprodutiveis e utilizaram andlise de minimos quadrados para
determinagdo quantitativa das proporg¢des relativas das cincos bases nucleotidicas: A,
C, G e T/U nas sequéncias de miRNAs. A partir deste método, mudangas sutis no

espectro SERS de um miRNA clinicamente relevante antes e depois da hibridagao foram
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detectados. Embora tenha obtido sucesso na detec¢do sem usar corantes, fluoréforos
ou qualquer outra molécula para mediar o sinal detectado, a analise dos dados nessas
abordagens envolve métodos matematicos e computacionais que podem ser complica-
dos para pratica clinica. Para contornar a dificuldade de leitura dos resultados, muitos
pesquisadores tém utilizado moléculas que emitam sinal Raman e que sejam capazes
de indicar indiretamente a detec¢do do microRNA alvo. Porém, semelhantemente ao
nanobiossistemas F, para a realizagdo dos testes sdo necessarias poucas etapas para
preparacdo do nanobiossistemas e deteccdo do microRNA alvo.

Semelhante a calibragdo para fluorescéncia, foram realizados experimentos para
deteccdo de miR-21 sintético em diferentes concentragdes. A Figura 4.18 ilustra o gréfico

L como

obtido. Para construir essa curva, foi selecionado o pico em torno de 1450 cm™
referéncia de aumento da intensidade do sinal. O limite de deteccédo, obtido a partir
do ajuste linear da curva, foi 6,7 nM e o limite de quantificacdo foi de 20,4 nM, com
resposta linear entre 40 a 80 nM. Esses limites estdo acima ou préximos dos valores
encontrados na literatura [160-162].

Apesar de apresentar boa sensibilidade para detec¢do de moléculas isoladas e
purificadas, a detecgdo por espectroscopia Raman apresentou uma sensibilidade menor
quando comparada com a espectroscopia por fluorescéncia. Entretanto, semelhante-
mente ao nanobiossistemas F, para a realiza¢do dos testes sdo necessdrias poucas etapas
para preparacdo do nanobiossistemas e detec¢do do microRNA alvo.

Vo Dinh et al. [163] desenvolveram uma técnica de “sentinela molecular” (MS)
para detectar com sensibilidade multiplas sequéncias de DNA viral. Estas sentinelas
consistem em um DNA que pode se auto hibridizar e possui um corante Raman em ma
extremidade e um grupo tiol na outra, o que permite a ligacdo do oligonucleotideo a
nanoparticula de ouro. Na auséncia da sequéncia alvo, o DNA (ou sentinela molecular)
forma uma estrutura que resulta num sinal SERS elevado, devido a proximidade do
corante fluorescente a superficie metalica. Apés a hibridizag¢do do alvo com a sentinela

molecular e subsequente desdobramento do grampo, o corante Raman se afasta da

superficie metélica levando a uma reducado do sinal SERS. Wang et al. [164] usaram um
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Figura 4.18 Curva de calibracdo para deteccdo de miR-21 sintético por espectroscopia Raman.
Foram utilizados valores de intensidade da banda mais intensa (1400 cm™!). Os pardmetros
foram obtidos a partir do ajuste linear da curva experimental (R*> = 0,998, y = 8,642 x 10* +
23,169x).
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método similar para detectar miRNA através da combinagdo de SERS e fluorescéncia.
Eles desenvolveram um chip microfluidico com nanoparticulas de prata e anexaram um
sinal molecular direcionado ao miRINA. Nesse caso, o molecular beacons consistia em um
grupo tiol, que facilitou a ligagdo das nanoparticulas de prata, e um fluoréforo (6-FAM),
que também é um repérter Raman. Na auséncia do miRNA alvo, o farol molecular
formou uma alca em gancho, que extinguiu o sinal de fluorescéncia e aumentou o sinal
SERS. Quando o miRNA alvo foi introduzido, ele hibridizou com o farol, aumentando
assim a distancia entre a superficie das nanoparticulas de prata e 6-FAM, causando uma
diminui¢do no sinal SERS e um aumento na fluorescéncia. O conceito de se usar fitas de

DNA modificadas com fluoréforos e que se autohibridizam tem sido explorado para
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desenvolver técnicas que permitam a detecgdo de diferentes dcidos nucleicos. Diversos
tipos de nanomateriais tém sido desenvolvidos para otimizar o processo de emissdo do
sinal Raman, aqui nés conseguimos produzir um nanomaterial simples que é capaz de

detectar o miR-21 com eficiéncia semelhante as reportadas na literatura.

4.3.3 Ensaios de teste sensibilidade

O ensaio de teste sensibilidade foi realizado de modo semelhante ao realizado na
fluorescéncia. Para isso, ap6s extracdo e quantificagdo dos RNAs pequenos, foi realizada
uma diluicdo seriada para o teste de dose resposta. A Figura 4.19 ilustra o resultado
obtido, onde é possivel observar o aumento gradual da intensidade com o aumento da
quantidade de miR-21. O limite de detecgdo, obtido a partir do ajuste linear da curva,
foi 214 ng/uL e o limite de quantificacdo calculado foi de 651 ng/uL de microRNA,
com resposta linear entre 100 a 500 ng/uL.

Uma desvantagem do sistema aqui desenvolvido é a baixa sensibilidade. Isso pode
ter ocorrido porque os experimentos de detecgao foram realizados apenas com nano-
particulas aglomeradas. Recentemente uma melhoria na sensibilidade foi alcangada com
o uso de novo substrato, baseado em agregados de nanocristais de aluminio [165]. Essa
melhoria pode ser explicada em termos da afinidade que os grupos fosfatos, presentes
na molécula de DNA de fita simples, apresentaram de se ligarem aos 6xidos presentes
na superficie dos nanocristais de aluminio. Isso levou a uma forte associagao entre o
DNA e as nanoparticulas sem alterar as caracteristicas do espectro Raman. Esse foi o
primeiro substrato SERS de baixo custo capaz de detectar quantitativamente o ssDNA,
sem qualquer modificacdo do ssDNA e da superficie do substrato. Song et al. [162]
desenvolveram uma combinacdo de molecular beacons com nanobastdes de prata para
detec¢do multipla de trés miRNAs relacionados ao cancer do pulméao. Na presenca do
miRNA alvo, os molecular beacons emitiram sinais SERS mudaram, indicando a detecgéo.
Com essa abordagem eles obtiveram LODs de 393 aM, 176 aM e 144 aM para os miR-21,
miR-486, miR-375, respectivamente. Tem sido relatado na literatura que o sinal SERS

pode ser otimizado com as nanoparticulas imobilizadas em um substrato, como o vidro,
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Figura 419 Curva teste sensibilidade de deteccdo de miR-21 extracelular por espectroscopia
Raman. Foram utilizados valores de intensidade da banda mais intensa (1400 cm™"). Os dados
foram obtidos a partir do ajuste linear das curva experimental (R> = 0,987,y = 14,488 x 10* +
6,170 x 107x).
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a silica ou 6xido de indio e estanho [166]. O tamanho e a forma das nanoparticulas
também influenciam na qualidade do sinal SERS. Nanoparticulas metalicas maiores
e com formatos do tipo estrela, flor e bastdo tém se mostrado bons candidatos para
substrato SERS [167]. Aqui nés optamos por utilizar as AuNPs esféricas pela facilidade
de sintese e modificagdo, porém a amplificagdo do sinal Raman néo foi o esperado,

mesmo com a agregacgdo das AuNPs para realizagdo das leituras do sinal.



Capitulo 5

Consideracoes Finais




87

O uso da nanotecnologia ja ganhou espago na drea biomédica, sendo que j4 existem
produtos comercializados que utilizam nanomateriais. Muitos cientistas tém buscado
aplicagdes de nanomateriais, incluido nanoparticulas de ouro, no campo de medicina
diagnoéstica. O intuito é implementar novos procedimentos ou melhorar os procedimen-
tos existentes, utilizando as caracteristicas fisico-quimicas tinicas das nanoparticulas de
ouro.

Neste trabalho foi desenvolvido um nanobiossistemas baseado em AuNPs capaz
de detectar o microRNA tumoral miR-21. O ponto crucial no uso das AuNps esta rela-
cionado a sua estabilidade, que pode ser facilmente perturbada, levando a agregacao
irreversivel e, consequente, inutilizagdo. Aqui foi utilizado mononucleotideos de dATP
e polietilenoglicol como agentes estabilizantes. O uso desses dois agentes foi capaz
de estabilizar as AuNPs, mesmos em alta concentrac¢do idnica induzida por NaCl. En-
quanto o PEG-SH se ligou a superficie das AuNPs de maneira forte, o dATP adsorveu
fracamente e pdde ser removido da superficie por meio de calor. Essa caracteristica
facilitou a funcionalizagdo e permitiu substituir os dATPs por moléculas de DNA proje-
tadas para hibridizar com microRNA miR-21.

A caracterizag¢do das nanoparticulas por UV-vis mostrou a banda SPR bem defi-
nida em torno de 524 nm e apds as modificagdes o0 nanobiossistemas apresentou um
pequeno deslocamento para 530 nm, que é indicativo da funcionaliza¢do. A andlise de
microscopia eletronica mostrou uma morfologia esférica e sem agregados no nanobios-
sistemas, ressaltando sua estabilidade. Com isso, foi construido um nanobiossistemas
capaz de detectar o miR-21 maduro. A andlise do nanobiossistema por espectroscopia
de fluorescéncia mostrou boa seletividade, sendo capaz de distinguir entre a sequéncia
do miR-21 maduro com apenas uma base nucleotidica alterada. Foi utilizado um miR-21
sintético para testar a seletividade e sensibilidade. A partir destes testes mostrou-se
que o nanobiossistemas foi capaz de distinguir o miR-21 maduro com uma e trés bases
alteradas. O limite de detecgdo calculado foi de 0,18 nM e o limite de quantificagdo
calculado foi de 0,55 nM, com resposta linear entre 3,0 nM a 100,0 nM.

Em seguida, foi testada a capacidade de deteccdo de miR-21 isolado de vesiculas
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extracelulares de células MCF-7. O limite de detecgdo calculado foi de 0,74 ng/uL e o
limite de quantificagdo calculado foi de 2,24 ng/uL, com resposta linear entre 10 a 150
ng/uL. O LOD alcangado é semelhante ou maior do que aqueles relatados para outras
abordagens que utilizam molecular beacons para a deteccao de miRNAs. No entanto, a
metodologia relatada aqui ¢ realizada em uma tnica etapa de incubagdo (uma vez que
o nanobiossistemas estiver pronto) e utiliza uma concentra¢do muito baixa de acido
nucleico alvo e sem qualquer estratégia de amplificagdo. Alternativamente a deteccao
por fluorescéncia, foi realizado experimentos para detecgdo do miR-21 pela técnica de
espectroscopia Raman.

Semelhante ao nanobiossistemas fluorescente, o nanbiosistema Raman também
apresentou boa estabilidade apds as modificacdes necessarias sobre as AuNPs, como
evidenciado pelas andlises de UV-Vis, DLS, MET e potencial Zeta. O reconhecimento do
microRNA alvo também foi obtido, entretanto, a sensibilidade foi mais baixa quando
comparada com o aquela apresentada pelo nanobiossistemas fluorescente. Esse re-
sultado foge do observado na literatura, pois a espectroscopia SERS é relatada como
sendo muito sensivel na detec¢do de diferentes analitos. Esse resultado pode estar
relacionado com o substrato utilizado, que néo foi capaz amplificar o sinal Raman. Os
limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram nessa abordagem foram 6,7 nM e 20,4
nM, respectivamente, com resposta linear no intervalo entre 40 e 80 nM para o miR-21
sintético e 214 ng/uL e 651 ng/uL, com resposta linear no intervalo entre 100 e 500
ng/uL para miR-21 isolado de vesiculas extracelular. Assim, esse nanobiossistemas se
mostrou menos adequado para uso em deteccdo em comparagdo com ao nanobiossiste-
mas fluorescente.

Finalmente, o nanobiossistemas fluorescente foi utilizado para detecgao in vitro
nas células MCF-7. Por microscopia confocal foi possivel observar a presenca de fluo-
rescéncia ap6s o periodo de incubacao e foi notdvel a diferenca entre as células MCF-7 e
MCF-10, ja que as células MCF-7 sdo conhecidas por expressarem o miR-21 em relagdo
as células MCF-10. Essa diferencga foi analisada de maneira semi-quantitativa por meio

da quantificagdo da intensidade fluorescente. Desse modo, conclui-se que nesse trabalho
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o desenvolvimento de dois nanobiossistemas para detec¢do do microRNA tumoral miR-
21 proveniente de vesiculas extracelulares: o primeiro baseado no efeito fluorescente e

o segundo na espectroscopia Raman. Ainda, o nanobiossistemas fluorescente foi capaz
de detectar o miR-21 in vitro em células MCF-7, mostrando que esse nanobiossistemas
pode ter dupla funcéo, detectar por imagem direto na célula ou apds o isolamento dos

micro-RNAs.
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