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INTRODUCAO

A Hepatite C € uma doenca de carater agudo ou cronico e que acomete globalmente 71
milhGes de pessoas. Por ser assintomatica na forma cronica, muitos individuos s6 sdo
diagnosticados em estagios avancados da doenca, apds o desenvolvimento de cirrose ou cancer

hepatico, resultando no 6bito de aproximadamente 400 mil pessoas por ano (WHO, 2017).

O agente etiologico da doenca € o virus da Hepatite C (HCV), um virus envelopado, de
RNA de senso positivo e que se apresenta sob a forma de 6 genoétipos 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 adaptacéo, possibiltando que este
burle a resposta imunoldgica do hospedeiro (SIMMONDS, 2014).

A World Health Organization (2017) apresenta como meta, reduzir até 2030 o percentual de
portadores cronicos ndo diagnosticados dos atuais 80 % para 10 %, demandando o desenvolvimento
de Kkits para diagndstico simples, portateis e de baixo custo. O diagndstico precoce e 0
desenvolvimento de vacinas para grupos de risco (usuarios de drogas injetaveis, prisioneiros,
profissionais de saude) possibilitaria a reducdo dos altos custos terapéuticos da doenca (WHO,
2017).

A producdo de proteinas recombinantes em planta surge como alternativa aos métodos
tradicionais para a producédo simples, segura e de baixo custo de proteinas candidatas vacinais assim

como de aplicacdo em testes de imunodiagndstico (TSCHOFEN, et. al 2016)

Dentro desse sistema de producdo, 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 acimulo em
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ambientes bioquimicamente distintos (TSCHOFEN, et. al 2016; VIEGAS, OCAMPO,
PETRUCCELLLI, 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.

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 versbes do mesmo vetor de expressdo, cada uma destas codificando
sinalizagdo 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 reacdo de
recombinacédo utilizando a enzima LR Clonase (Gateway LR Clonase Il Enzyme mix, Invitrogen),
juntamente com 100 ng de cada um dos cinco vetores binarios. As reacdes foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 hora e inativados por incubacédo a 37 °C com a enzima Proteinase K,

conforme orientacdo do fabricante.

Todo o volume da reacdo de recombinacédo foi entdo 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 recombinagdo. Para o choque térmico, cada aliquota foi
incubada a 37 °C por 90 segundos, seguida novamente de incubacdo em gelo. Apds esse processo,
as células foram transferidas para 200 uL de meio de cultura LB e entdo incubadas a 37 °C por 1
hora sob agitacao de 240 rpm. As culturas obtidas foram entdo aplicadas em placas de Petri com LB

Agar adicionado do antibi6tico de selecdo e mantidas a 37 °C overnight.

Das colbnias obtidas em cada placa, trés foram selecionadas para confirmacdo do processo
de clonagem utilizando a técnica de PCR. Para isso, cada uma das col6nias foi inoculada e

homogeneizada em 20 pL de &gua ultrapura estéril. A reacdo de PCR continha concentracao final
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de 0,2 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl, e uma unidade de Tag DNA
Polimerase (GoTag® Flexi DNA Polymerase, Promega) diluida no tamp&o de reacdo do fabricante.
A cada reacdo foi adicionado 1,0 puL da col6nia diluida em agua estéril ou somente agua (controle
negativo). A amplificagdo do material seguiu a seguinte programacdo: 95 °C por 15 minutos,
seguido de 35 ciclos (95 °C — 30” / 60 °C — 60” / 72 °C — 60”) e extensdo final de 72 °C por 10

minutos.

Os produtos de amplificacdo foram em seguida submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1% e entdo corados (SYBR Safe DNA Gel Stain, Invitrogen) para sua visualizacdo sob luz

ultravioleta e fotodocumentacdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, sdo mostradas as placas de Petri em que as coldnias transformadas, agora

contendo o gene de resisténcia ao antibiotico de selecdo, cresceram ap06s o periodo de incubacéo.

Figura 1: Placas com bactérias transformadas sendo A, B, C e D com insertos de direcionamento para o

Vacuolo, Reticulo Endoplasmaético, Cloroplasto e Apoplasto respectivamente.

Fonte: Autores
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Devido a possibilidade de ocorréncia de falso positivos, prosseguiu-se com a selecdo de trés
colbnias aleatdrias de cada placa para analise por meio de PCR e eletroforese em gel de agarose.
Como pode ser visualizado na figura 2, todas as colonias mostraram-se positivas pela amplificacéo

de fragmentos de aproximadamente 700 pb.

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 confirmacdo das colénias

transformadas.
Fonte: Autores

Observa-se ainda pequena variacdo nas bandas resultantes dos produtos de amplificacdo em
decorréncia dos diferentes tipos de cauda de direcionamento celular empregadas. Nos pogos 2-4
estdo as que continham o plasmideo de direcionamento ao vactolo, do 5-7 para o reticulo

endoplasmatico, do 8-10 para o cloroplasto, do 11-13 para o apoplasto.

As reacOes de controle sdo as presentes nos po¢os 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).

CONCLUSAO
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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
tornard possivel expressar tais plasmideos e verificar se existem diferengas quanto a quantidade
e/ou qualidade da proteina produzida, viabilizando o uso destas para o desenvolvimento de kits de

diagndstico ou o seu uso como candidatas vacinais.
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