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APRESENTACAO

A obra “Premissas da Iniciagcao cientifica” aborda diferentes maneiras em que o
conhecimento pode ser aplicado, e que outrora era exclusivamente uma transmissao
oral de informacao e atualmente se faz presente na busca e aplicacdo do conhecimento.

A facilidade em obter conhecimento, aliado com as iniciativas de universidades
e instituicbes privadas e publicas em receber novas ideias fez com que maneiras
inovadoras de introduzir a educacao pudessem ser colocadas em pratica, melhorando
processos, gerando conhecimento especifico e incentivando profissionais em formacgao
para o mercado de trabalho.

Estudos voltados para o conhecimento da nossa realidade, visando a solugao de
problemas de areas distintas passou a ser um dos principais desafios das universidades,
utilizando a iniciagdo cientifica como um importantes recurso para a formag¢ao dos
nossos estudantes, principalmente pelo ambiente interdisciplinar em que os projetos
séo desenvolvidos.

O conhecimento por ser uma ferramenta preciosa precisa ser bem trabalhado, e
quando colocado em pratica e principalmente avaliado, individuos de areas distintas se
unem para desenvolver projetos que resultem em solugdes inteligentes, sustentaveis,
financeiramente viaveis e muitas vezes inovadoras.

Nos volumes dessa obra é possivel observar como a inicia¢do cientifica foi capaz
de auxiliar o desenvolvimento de ideias que beneficiam a humanidade de maneira
eficaz, seja no ambito médico, legislativo e até ambiental. Uma ideia colocada em
pratica pode fazer toda a diferenca.

E dentro desta perspectiva que a iniciacdo cientifica, apresentada pela insercdo
de artigos cientificos interdisciplinares, em que projetos de pesquisas, estudos
relacionados com a sociedade, o direito colocado em pratica e a informatica ainda
mais acessivel deixa de ser algo do campo das ideias e passa a ser um instrumento
valioso para aprimorar novos profissionais, bem como para estimular a formacao de
futuros pesquisadores.

Anna Maria G. Melero
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CLONAGEM DO GENE CORE DO VIRUS
DA HEPATITE C EM VETORES BINARIOS
PARA DIRECIONAMENTO A DIFERENTES

COMPARTIMENTOS DA CELULA VEGETAL

Arnaldo Solheiro Bezerra
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RESUMO: O virus da Hepatite C (HCV) causa
doencade carateragudo ou crénico, responsavel
pela morte de aproximadamente 400 mil
individuos ao ano. O diagnéstico tardio € um dos
principais obstaculos ao tratamento da hepatite
C, demandando o desenvolvimento de kits de
diagnostico simples, acessiveis e seguros.
A producdo de proteinas recombinantes em
plantas surge como ferramenta para a producao
desses kits, mas estratégias de otimizagao séo
necessarias para a obtencao de niveis 6timos
dasproteinasdeinteresse. O objetivodotrabalho
foi clonar o gene codificante para a proteina
do Core do HCV em vetores binarios com
direcionamento para diferentes compartimentos
da célula vegetal. A sequéncia codificante foi
otimizada e sintetizada, sendo posteriormente
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recombinada por meio do sistema Gateway
de um plasmideo de clonagem para diferentes
plasmideos de expresséo, com direcionamento
para 0s seguintes compartimentos celulares:
apoplasto, cloroplasto, vacuolo, citosol e reticulo
endoplasmatico. Os plasmideos resultantes
da recombinagcdo foram transformados
em Escherichia coli DH10b para posterior
confirmacdo da clonagem por PCR sobre
colbnias. O presente trabalho clonou de forma
bem-sucedida a proteina Core do HCV em
plasmideos com diferentes direcionamentos
na célula vegetal. Abrem-se assim, novas
possibilidades de otimizacdo da producédo da
proteina de interesse em planta, viabilizando o
seu uso para a producao de kits de diagnéstico
para a hepatite C.
PALAVRAS-CHAVE:
Direcionamento celular,

Hepatite C,
Plataforma Vegetal,
Clonagem Molecular.

ABSTRACT: Hepatitis C virus (HCV) is
responsible for the death of approximately
400,000 individuals per year. Late diagnosis
is one of the main obstacles to the treatment
of hepatitis C, requiring the development of
simple, accessible and safe diagnostic kits. The
production of recombinant proteins in plants
appears as a tool for the production of these
kits. Optimization strategies are required to
obtain optimum levels of the proteins of interest.
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This work aimed to clone the gene coding for the HCV Core protein in binary vectors
targeting different compartments of the plant cell. The coding sequence was optimized,
synthesized and subsequently recombined using the Gateway system. Expression
vectors targeting the following cellular compartments: apoplast, chloroplast, vacuole,
cytosol and endoplasmic reticulum were used. Plasmids resulting from recombination
were transformed into Escherichia coli DH10b and further evaluated by colony PCR.
The present work successfully cloned the HCV Core protein in plasmids with different
directions in the plant cell. This opens new possibilities for optimizing the production
of the protein of interest in the plant, making possible its use for the production of
diagnostic kits for hepatitis C.

KEYWORDS: Hepatitis C, Cell Targeting, Plant Shelf, Molecular Cloning.

11 INTRODUCAO

AHepatite C é umadoencade carater agudo ou crénico e que acomete globalmente
71 milhdes de pessoas. Por ser assintomatica na forma crénica, muitos individuos sé
sao diagnosticados em estagios avancados da doenca, ap6s o desenvolvimento de
cirrose ou cancer hepatico, resultando no 6bito de aproximadamente 400 mil pessoas
por ano (WHO, 2017).

O agente etiologico dadoencga é o virus da Hepatite C (HCV), um virus envelopado,
de RNA de senso positivo e que se apresenta sob a forma de 6 gendtipos diferentes. O
RNA viral é composto por aproximadamente 9400 pares de base e apresenta genoma
constituido por trés proteinas estruturais (core, E1, E2) e sete ndo-estruturais (p7,
NS2-NS5B). Uma caracteristica importante nesse virus é a sua alta variabilidade e
capacidade de adaptacédo, possibiltando que este burle a resposta imunoloégica do
hospedeiro (SIMMONDS, 2014).

A World Health Organization (2017) apresenta como meta, reduzir até 2030 o
percentual de portadores crénicos nao diagnosticados dos atuais 80 % para 10 %,
demandando o desenvolvimento de kits para diagnéstico simples, portateis e de baixo
custo. O diagnéstico precoce e o desenvolvimento de vacinas para grupos de risco
(usuarios de drogas injetaveis, prisioneiros, profissionais de saude) possibilitaria a
reducao dos altos custos terapéuticos da doenca (WHO, 2017).

A producéo de proteinas recombinantes em planta surge como alternativa aos
métodos tradicionais para a produg¢ao simples, segura e de baixo custo de proteinas
candidatas vacinais assim como de aplicacdo em testes de imunodiagnéstico
(TSCHOFEN, et. al 2016)

Dentro desse sistema de producao, diferentes estratégias tem sido empregadas
como forma de melhorar o rendimento e a estabilidade das proteinas produzidas.
O direcionamento celular da proteina de interesse a organelas especificas é uma
forma de favorecer sua producdo e acumulo em ambientes bioquimicamente distintos
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(TSCHOFEN, et. al 2016; VIEGAS, OCAMPO, PETRUCCELLI, 2017).

O presente trabalho apresentou como objetivo portanto, a clonagem molecular
do gene codificante para a proteina do Core do HCV em vetores binarios com
direcionamento para diferentes compartimentos da célula vegetal.

2 | MATERIAIS E METODOS

A sequencia codificante para o gene do Core foi obtida a partir da base de dados
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e sintetizada pela empresa BioBasic
(Ontario, Canada). A sequencia foi construida de forma a tornar o plasmideo vetor apto
ao sistema de clonagem Gateway®.

Visando o direcionamento a diferentes compartimentos da célula vegetal, o gene
de interesse foi recombinado em 5 versdes do mesmo vetor de expressao, cada uma
destas codificando sinalizagcdo para um dos seguintes compartimentos celulares: a)
reticulo endoplasmatico; b) vacuolo; c) apoplasto; d) cloroplasto; e) citosol.

Para tanto, 100 ng do plasmideo de clonagem foram utilizados para cada reacao
de recombinacéo utilizando a enzima LR Clonase (Gateway LR Clonase || Enzyme mix,
Invitrogen), juntamente com 100 ng de cada um dos cinco vetores binarios. As reagdes
foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora e inativados por incubacéo a 37
°C com a enzima Proteinase K, conforme orientacéo do fabricante.

Todo o volume da reacao de recombinacéo foi entédo empregado para transformar
células de Escherichia coli DH10b. Brevemente, cada aliquota de célula competente
foi descongelada em gelo e entdo adicionada a cada produto de recombinacao. Para
o choque térmico, cada aliquota foi incubada a 37 °C por 90 segundos, seguida
novamente de incubagcédo em gelo. ApOs esse processo, as células foram transferidas
para 200 uL de meio de cultura LB e entdo incubadas a 37 °C por 1 hora sob agitacéo
de 240 rpm. As culturas obtidas foram entdo aplicadas em placas de Petri com LB Agar
adicionado do antibiético de sele¢cdo e mantidas a 37 °C overnight.

Das colbnias obtidas em cada placa, trés foram selecionadas para confirmacgao
do processo de clonagem utilizando a técnica de PCR. Para isso, cada uma das
colénias foi inoculada e homogeneizada em 20 pL de agua ultrapura estéril. A reacao
de PCR continha concentracéo final de 0,2 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 2
mM de MgCl, e uma unidade de Taq DNA Polimerase (GoTaq® Flexi DNA Polymerase,
Promega) diluida no tampao de reacao do fabricante. A cada reacao foi adicionado
1,0 pyL da colbnia diluida em agua estéril ou somente agua (controle negativo).
A amplificacdo do material seguiu a seguinte programacédo: 95 °C por 15 minutos,
seguido de 35 ciclos (95 °C — 30”7 /60 °C - 60"/ 72 °C — 60”) e extenséo final de 72 °C
por 10 minutos.

Os produtos de amplificacéo foram em seguida submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% e entdo corados (SYBR Safe DNA Gel Stain, Invitrogen) para sua
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visualizag¢do sob luz ultravioleta e fotodocumentacéo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, sdo mostradas as placas de Petri em que as colbnias transformadas,
agora contendo o gene de resisténcia ao antibidtico de selecao, cresceram apos o
periodo de incubacéo.

Figura 1: Placas com bactérias transformadas sendo A, B, C e D com insertos de
direcionamento para o Vacuolo, Reticulo Endoplasmatico, Cloroplasto e Apoplasto
respectivamente.

Fonte: Autores

Devido a possibilidade de ocorréncia de falso positivos, prosseguiu-se com a
selecao de trés colbnias aleatérias de cada placa para analise por meio de PCR e
eletroforese em gel de agarose. Como pode ser visualizado na figura 2, todas as
colénias mostraram-se positivas pela amplificacéo de fragmentos de aproximadamente
700 pb.

Premissas da Iniciacao Cientifica 3 Capitulo 15




12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificados para confirmacéao das
coldnias transformadas.

Fonte: Autores

Observa-se ainda pequena variagcdo nas bandas resultantes dos produtos de
amplificacdo em decorréncia dos diferentes tipos de cauda de direcionamento celular
empregadas. Nos pocos 2-4 estao as que continham o plasmideo de direcionamento
ao vacuolo, do 5-7 para o reticulo endoplasmatico, do 8-10 para o cloroplasto, do 11-
13 para o apoplasto.

As reacbes de controle sdo as presentes nos pogos 14 (controle negativo), 15
(controle positivo com plasmideo previamente recombinado com inserto distinto), 16
e 17 (controles positivos contendo os plasmideos nativos para direcionamento ao
cloroplasto e ao reticulo endoplasmatico, respectivamente).

41 CONCLUSAO

Ao término do presente estudo foi possivel a clonagem de uma proteina estrutural
do virus da hepatite C em vetores para direcionamento a diferentes compartimentos da
célula vegetal, o que tornara possivel expressar tais plasmideos e verificar se existem
diferencas quanto a quantidade e/ou qualidade da proteina produzida, viabilizando
0 uso destas para o desenvolvimento de kits de diagndstico ou 0 seu uso como
candidatas vacinais.
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