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Introducao

A dengue é uma doenca viral de grande relevancia epidemiologica
no Brasil, sendo causada pela infeccao com o virus dengue
(DENV). Tem como principal meio de transmissao os mosquitos
do género Aedes, sendo o patogeno constituido por quatro
sorotipos (DENV-1 ao DENV-4). O material genético do DENV
consiste em uma molécula de RNA fita simples que codifica sete
proteinas nao estruturais e trés estruturais (proteina E, prM/M,
C). A proteina E encontra-se no envelope viral e possui trés
dominios (DI, DI, DIll), sendo o DIl o mais promissor, dado a sua
elevada imunogenicidade.

Transformar a levedura K. phaffii com o gene que codifica o DIl
da proteina E de DENV-4, para expressao heterologa desta
proteina, visando a obtencao de um candidato vacinal.

Material e Métodos

A levedura K. phaffii foi incubada com o plasmideo pPICZaA-EDIII-
D4, contendo o gene responsavel por codificar o DIl da proteina E
do DENV-4. Por apresentar o gene de resisténcia ao antibiotico
Zeocin, o plasmideo recombinante foi usado na selecao das
leveduras transformadas. Em seguida realizou a transformacao,
através da técnica de eletroporacao, resultando na integracao do
plasmideo ao genoma da levedura. A levedura transformada foi
entao plaqueada em meio de cultura YPDS, contendo 100 pg/ml
do antibiotico Zeocin, e incubada em uma temperatura de 30 °C
até o aparecimento das coldnias. As coldnias selecionadas foram
submetidas a técnica de PCR com primer AOX1.
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Resultados e Discussao

Reacao de PCR demonstrando deteccao de bandas de 1000bp,
condizentes com o primer utilizado.

Figura 1: PCR do DNA genbmico de K. phaffii. M: marcador de peso
molecular; 1-5: clones de K. phaffii transformada; 6: K.phaffii nao
transformada (controle negativo).

Conclusoes

A transformacao genética da levedura K. phaffii foi realizada de
forma eficiente e confirmada com éxito através do PCR. As
proximas etapas serao a producao da proteina recombinante,
caracterizacao e avaliacao da imunogenicidade in vivo.
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