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Introducao

Resultados e Discussao

O virus Mayaro (MAYV) é um arbovirus (familia Togaviridae e género
Alphavirus) que tem como principal vetor o mosquito Haemagogus
janthynomis. Em humanos, provoca uma febre aguda debilitante e os
sintomas sao muito similares ao de outras arboviroses dificultando o
diagnostico. O MAYV vem se espalhando rapidamente em diversos paises o
que gera preocupacao tendo em vista seu potencial de gerar futuras
pandemias ja que possui capacidade de infectar mosquitos adaptados ao
ciclo urbano. Assim, é necessario desenvolver alternativas para protecao da
populacdao ja que ndo existem tratamentos especificos. Uma das
possibilidades seria o uso de wvirus-like particles (particulas com
caracteristicas morfologicas semelhantes as do virus sem o material genético
viral) que apresentam uma opgao mais segura para producao de vacinas.

Objetivos

Avaliar a clonagem da sequéncia da poliproteina estrutural de MAYV em
vetor de expressao pPICZa A, contendo as proteinas estruturais, do
envelope viral C, E1, E2 e E3, e a proteina 6k em Escherichia coli.

Material e Métodos

e Transformacao de células competentes de E. coli TOP10F via
eletroporacao utilizando o plasmideo pPICZa A contendo as sequéncias
codificantes para as proteinas estruturais C, E1, E2, E3 e 6k do MAYV.

e (s transformantes foram cultivados e selecionados em meio LB low salt
(Luria-Bertani; 1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de
NaCl) acrescido do antibi6tico Zeocin™(20pg/mL).

e Em seguida, o DNA do plasmideo foi extraido por lise alcalina e
quantificado através da leitura da absorbancia a 260 nm no
espetrofotometro NanoDrop™ 2000.

e A transformacdo foi confirmada por PCR utilizando os primers
especificos para o promotor AOX1 e visualizacdo do resultado em
eletroforese de gel de agarose a 1%.

e Apo6s a confirmacdao, o DNA plasmidial das células transtformadas foi
linearizado numa reacao de digestdao com a enzima EcoRI.
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A confirmagao foi dada pela observagcao do tamanho esperado da banda do
inserto de 4256 pb (Figura 1). Apos a confirmacdo, o DNA plasmidial das
células de E. coli transformadas foi linearizado numa reacao de digestao

com a enzima EcoRI (figura 2).
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Figura 2: Confirmacdao da PCR da reacao de
Figura 1: Confirmacao da PCR em células de E. digestio do DNA plasmidial bacteriano
coli TOP10E. MM: Marcador Molecular; extraido. MM: Marcador Molecular; Coluna
Coluna 1 a 5: clones de E. coli TOP10F; (C+): 1: DNA plasmidial linearizado; Coluna 2:
controle positivo (plasmideo comercial); (C-): controle positivo (DNA plasmidial sem
controle negativo. digerir).

Conclusoes

Assim, foi possivel observar a clonagem da poliproteina estrutural do virus
Mayaro em E. coli via eletroporacgdo. As células transformantes serdo usadas
para expressar as proteinas estruturais de MAYV na forma de virus-like
particles (VLPs). As VLPs geradas serao avaliadas para aplicacdo na criacao
de um candidato vacinal nacional contra o virus, além do uso na confeccao
de novos kits diagnostico.
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