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Descoberta de candidatos antivirais contra a protease nsP2pro
de Chikungunya

FERNANDES, Rafaela Sachetto!; OLIVA, Glaucius'; CIPRIANO, Lavinia'; DOLCI, Isabela'; GODOQY,
Andre Schutzer de!

lavinia@ifsc.usp.br

Hnstituto de Fisica de Sio Carlos - USP

O virus Chinkunguya (CHIKV) é um arbovirus da familia Togaviridae, transmitido pela picada de
mosquitos das espécies Aedes albopictus e A. aegypti. (1) InfecgBes causadas pelo CHIKV foram
registradas pela primeira vez na Tanzania, em 1952, durante um surto de febre chikungunya ocorrido na
regido. (2) Apds este primeiro relato, iniameras infecgdes por CHIKV foram identificadas em paises da
Asia e Africa subsaariana, e na ultima década, o virus se espalhou por mais de 100 paises nas Américas,
Africa, Europa e Asia, afetando inclusive o Brasil, onde o ntimero de casos vem aumentando desde
o primeiro surto de febre chikungunya em 2014. Até o presente momento, no foi estabelecido um
protocolo de tratamento para a febre chikungunya, e nio ha uma vacina disponivel, sendo tomadas
apenas medidas para alivio dos sintomas. A demanda por um tratamento e um vacina contra CHIKV é
cada vez mais urgente, ja que é considerada uma doenca tropical negligenciada, afetando principalmente
pessoas de classe socioeconémica mais baixa e paises subdesenvolvidos, onde o controle de vetores é a
anica medida profilatica apresentada, limitando a contenc3o do virus. (3) A protease nsP2pro do CHIKV,
uma cisteina viral protease, é responsavel por processar quatro poliproteinas ndo estruturais (nsPs), que
formam o complexo de replicacdo, sendo assim outro alvo promissor para drogas. Os objetivos deste
trabalho incluem a clonagem, expressio e purificagdo da nsP2pro, para sua posterior caracterizacio e
busca da potenciais compostos antivirais. Os genes sintéticos codificadores das proteinas de CHIKV
foram sintetizados pela empresa GenScript, com base na sequéncia GenBank KY703894.1. A clonagem
do fragmento codificante da nsP2 dominio protease foi realizada utilizando o método Gibson Assembly
e o vetor pET-M11. Os plasmideos contendo os fragmentos de interesse s3o utilizados para transformar
células de Escherichia coli pelo método de choque-térmico em diferentes linhagens de expressdo. Os
plasmideos de interesse sdo purificados utilizando um kit comercial, o PureYield™Plasmid Miniprep
System (PROMEGA®), segundo as especificaces do fabricante. Em seguida, os plasmideos extraidos
e purificados sdo transferidos para as linhagens de expressdo no qual foi utilizada Rosetta2 (DE3). As
linhagens bacterianas, ja contendo os vetores de interesse, foram utilizadas para testes de expressio
em meio TB contendo antibidticos apropriados, crescidos & 37 °C durante 12 h, sob a agitacdo de
200 rpm, até a D.O. atingir o valor de 600 nm para ent3o, logo depois adicionar 0,5 mM de isopropil
[-D-1-thiogalactopiranosideo (IPTG) ao meio, e continuar a agitagdo a 18 °C por cerca de 12 h. Apés a
expressdo, as bactérias foram submetidas a centrifugacido e lise celular para purificagdo. A purificagdo foi
feita por cromatografia de afinidade por niquel em um coluna HisTrap e uma segunda etapa utilizando a
coluna HiLoad Superdex 75 16/60 (GE Healthcare®). A pureza das amostras é checada em cada passo
através do gel de eletroforese 15% (SDS-Page).
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