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Introducéo:

O virus Chikungunya (CHIKV) € um membro da famTiagaviridae, género Alphavirus.
Este virus é transmitido a humanos pela picadaacdgunitos do génerdedes. O CHIKV
tem sido responsavel por epidemias em diversosgaiglusive no Brasil, onde emergiu
em 2014. O diagndstico clinico desta arboviroseifieuttado pela sintomatologia
inespecifica, sendo a confirmacéo da doenca realiaaavés de diagnostico laboratorial
por sorologia, gRT-PCR ou isolamento viral. Nestatexto, o desenvolvimento de
insumos para o diagnéstico de CHIKV é de extrerievad@cia para o fortalecimento das
politicas publicas de enfrentamento a esta doenca.

Objetivo:
Obter a proteina recombinante E2 de CHIKV (rE2ya&iar a sua reatividade frente a

soros de pacientes com Chikungunya.

Metodologia:

A sequéncia correspondente a proteina E2 sem @&rggnsmembrana foi amplificada
por PCR e o amplicon foi digerido com as enzimagINdHindlIll para clonagem no
vetor pET 28a. A clonagem foi confirmada por PC&quenciamento nucleotidico. O
clone selecionado foi transformado &stherichia coli BL21 DE(3) Star e a expressao
da proteina recombinante foi realizada em miaaific Broth, com inducdo na fase
exponencial por IPTG 0,5mM durante 4 horas a 3A°€E2 foi purificada por IMAC
em coluna HP HisTrap, sob condi¢Bes desnaturafdtesro-reatividade da proteina foi
avaliada para IgG, contra soros positivos para @igknya (n=3), Zika (n=2) e Dengue

(n=2), pordot blot e western blot, com deteccado por fosfatase alcalina.



Resultado:

A sequéncia foi amplificada por PCR e a clonagenamplicon no vetor de expressao
gerou 8 clones, dos quais 5 foram confirmados guarmiresenca do inserto. O clone 1
apresentou 100% de identidade e foi selecionadm @@ressao da rE2. A proteina foi
expressa na forma de corpo de inclusédo, que fobgizlado e submetido a purificagéo.
A rE2 foi dialisada em tampé&o Tris 20mM L-arginin@mM Ureia 2M e apresentou
reatividade 1gG positiva apenas para as 3 amodegaoro de individuos confirmados

para infeccao por CHIKV, tanto edot blot quanto enwestern blot.

Concluséo:

A proteina rE2 de CHIKV produzida apresentou sewatividade especifica para
pacientes com Chikungunya. Novos ensaios sera@adas a fim de avaliar a sua
reatividade frente a um painel sorolégico mais rdpeate e confirmar o seu potencial

diagnéstico.
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