CLONAGEM E EXPRESSAO DE PROTEINAS DO
CHIKUNGUNYA ViRUS EM ESCHERICHIA COLI

XXXVII Encontro de Iniciacao Cientifica

Maria Lorena Bonfim Lima, KALIL MUBARAC ANDRADE ROMCY, ERIDAN ORLANDO PEREIRA
TRAMONTINA FLOREAN, Eridan Orlando Pereira Tramontina Florean

O Chikungunya virus (CHIKV) esta atualmente entre os arbovirus que mais
causam preocupacao mundial, representando uma ameaca a saude publica. Esta
doenca tem demonstrado uma grande capacidade de dispersao, sendo detectada
em varias regides do Brasil e em diferentes paises. Entretanto, devido a baixa
ocorréncia de surtos fora do eixo Estados Unidos da América/Europa, poucos
investimentos vém sendo feitos para a fabricacao de kits de diagndstico rapido e
vacinas contra esta doenca. Portanto, o objetivo desse trabalho foi a clonagem e a
expressao dos genes de CHIKV em Escherichia coli, viabilizando, assim, a producao
de proteinas recombinantes que venham a ser utilizadas no desenvolvimento de
anticorpos contra o virus. Para tanto, as sequéncias génicas das nove proteinas do
patégeno foram selecionadas no GenBank sob nimero de acesso KP164572.1.
Apds as sequéncias serem sintetizadas (empresa Bio Basic Canada Inc), os insertos
foram clonados utilizando as enzimas de restricao EcoRl e BamHI. Logo apds a
digestao, as sequéncias foram ligadas no vetor de expressao pET-28a e inseridas
em cepas de E. coli DH10B. Depois de sua multiplicacdo, os plasmideos
recombinantes foram entao purificados e inseridos em E. coli BL21 para expressao
das proteinas. A inducdo dos genes ocorreu com diferentes concentracdes de IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) e temperatura. Como resultado
obtiveram-se insertos com os tamanhos esperados na etapa de clonagem, o que
foi confirmado por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction) e gel de agarose a
1%. Os niveis de expressao das proteinas recombinantes do CHIKV foram
analisados por gel de acrilamida SDS-Page 12% e Western Blotting, e esses
resultados serao apresentados. Tais resultados demonstram a viabilidade da
producdao in house de antigenos recombinantes que podem ser utilizados na
composicao de possiveis vacinas e novos testes diagndsticos contra o CHIKV no
mercado brasileiro.
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