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Introducao Resultados e Discussao

O virus Mayaro (MAYV) é um arbovirus (género Alphavirus, familia
Togaviridae) endémico na regiao Amazonica que vem se espalhando

ocais da América Latina. Em humanos, pode causar
oresenta uma fase aguda acometida por uma febre

grave acompanhada de vomito e diarreia, e uma fase crénica marcada por
uma forte mialgia e artralgia extremamente debilitantes. Em estudos, ja fol
observado que mosquitos domesticos possuem alto potencial de
transmissao. Dessa forma, esse virus pode se tornar um serio problema de
salide publica dada a falta de uma vacina especifica, o que reforca ainda mais
a hecessidade de pesquisas direcionadas a ele.

e Obter clones da bactéria Escherichia coli contendo a sequéncia da
poliproteina estrutural de MAYV por meio do vetor de expressao pPICZa ;

e Extrair o DNA plasmidial bacteriano;

e Realizar reacao de digestao do plasmideo;

Material e Méetodos

Transformacao de células
competentes de E. coli
TOP10F por eletroporacao
utilizando o plasmideo
pPICZa com as sequéncias
codificantes  para  as
proteinas estruturais C, E1,
E2, E3 e 6k.

Confirmacao da
digestao via PCR e
eletroforese em gel
de agarose 1%.

As celulas transformantes

foram cultivadas

selecionadas em meio LB
low salt (Luria-Bertani; 1%
peptona, 0,5% extrato de
levedura, 0,5% NaCl, pH

7,5) contendo
antibiotico Zeocina.

O plasmideo extraido
fol linearizado por meio
de reacao de digestao
utilizando a enzima de
restricao Sac I.

Apoio Financeiro
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Extracao do  DNA
plasmidial por lise
alcalina e quantificacao
por leitura da
absorbancia em 280
nm no aparelho

NanoDrop™ 2000
Spectrophotometer.

Foi feita uma reacao de
polimerase em cadela
(PCR) para a
confirmacao dos clones
e sua analise por
eletroforese em gel de
agarose 1%.

Assim, a confirmacao da transformacao em celulas de E. coli TOP10F foi feita
pela analise da PCR em gel de agarose 1%, observando a banda com o
tamanho esperado do inserto, de 4.256 pb (figura 1). Como também, a
verificacao da reacao de digestao do DNA plasmidial extraido (figura 2).
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Figura 2: Confirmacao da PCR da reacao de
digestao do DNA plasmidial bacteriano extraido.
MM: Marcador Molecular; Coluna 1: DNA
plasmidial linearizado; Coluna 2: controle positivo
(DNA plasmidial sem digerir); Coluna 3: controle
negativo (C-).

Conclusoes

Portanto, foi observado a clonagem da poliproteina estrutural do virus Mayaro
em Escherichia coli via eletroporacdo. Esse DNA plasmidial coletado sera
usado em experimentos futuros, que tém como objetivo expressar as
proteinas estruturais de MAYV na forma de virus-like particles (VLPs) via
levedura Komagataela phaffii. Essas VLPs geradas serao aplicadas na criacao
de um candidato vacinal nacional contra o virus, além do uso na confeccao de
novos kits diagnostico.
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Figura 1: Confirmacao da PCR em células de E.
coli TOP10F. MM: Marcador Molecular; Coluna 1:
clone de E. coli TOP10F; Colunas 2: controle
positivo (plasmideo comercial); Coluna 3:
controle negativo (C-).
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