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RESUMO
Carrapatos sdo ectoparasitas hematofagos pertencentes ao filo Arthropoda, classe Arachnida,
ordem Acari e subordem Ixodida. Apresentam grande longevidade e carreiam virus,
protozoarios e bactérias por um longo periodo de tempo. Este trabalho teve como objetivo obter
a Proteina Viral 2 (VP2) do Mogiana tick virus (MGTV), em sistema bacteriano, para utilizagao
como antigeno no desenvolvimento de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), para
deteccao da infecgdo causada por este virus em bovinos. A metodologia aplicada visou clonar
o gene que codifica a VP2 truncada de MGTYV e expressa-la em bactérias. Apds sua expressao
proteica, utilizou por meios de ensaios analiticos a presenga da proteina recombinante,
quantificagdo do preparo proteico e sua avaliagdo na deteccdo de anticorpos em amostras de
soro bovino, para indicar que o animal esteve em contato com este virus. Os resultados
indicaram reatividade das amostras em ELISA. Porém, as amostras também mostraram
reatividade com preparado proteico de um clone bacteriano que ndo expressava a VP2 do
MGTYV. Assim, experimentos futuros, tal como o Western Blotting, deverao ser realizados para

uma melhor analise da utilizagao da VP2.

Palavras-chave: carrapatos, virus, ELISA, MGTV.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Carrapatos
Os carrapatos sao ectoparasitas hematdfagos pertencentes ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Ixodida, que por sua vez compreende trés familias: Argasidae, Nuttalliellidae
e Ixodidae (DANTAS-TORRES, 2018). Os carrapatos de todas as espécies requerem o sangue
de vertebrados, possuindo significativo grau de especificidade e podendo utilizar uma variedade

de hospedeiros, incluindo humanos (MASSARD ef al., 2004).

O ciclo de vida dos carrapatos apresenta quatro estagios: ovo, larva, ninfa e adultos, os
quais podem ocorrer em um unico hospedeiro, como no caso das espécies monoxenas ou em
mais de um, as espécies heteroxenas, que se alimentam em hospedeiros diferentes em cada uma
das fases do seu desenvolvimento (DENARDI, 2004, OLIVEIRA, 2003, SONENSHINE,
2014). Além disso, durante o seu ciclo biologico, os carrapatos podem sobreviver por longos
periodos fora dos hospedeiros, quando ficam expostos as condi¢des ambientais, abrigados, por

exemplo entre a vegetacdo e as fendas no solo (WALKER, 1994).

Caracteristicas basicas da classe sdo a auséncia de antenas e asas e presenca de
queliceras, palpos, quatro pares de pernas e corpo dividido em cefalotorax e abdome. As larvas
de carrapatos se diferenciam por apresentarem trés pares de pernas, ja as ninfas, com quatro
pares de pernas, ndo possuem abertura genital. Os adultos, por sua vez, possuem quatro pares
de pernas e abertura genital, apresentando nessa fase dimorfismo sexual. Os ixodideos possuem
escudo dorsal de quitina, por isso sdo considerados carrapatos de corpo duro, e pecas bucais

projetadas a frente, diferenciando-os das outras familias (ANDREOTTI et al., 2016).

Para completar o desenvolvimento e garantir seu sucesso reprodutivo, os carrapatos
desenvolveram, ao longo da evolugdo, estratégias para detectar parametros essenciais de

estimulos como odor, vibracdo, aparéncia visual e temperaturas radiadas (SONENSHINE,



2014). A selecao do local de fixacdao no hospedeiro, por exemplo, ¢ realizada pelos
quimiorreceptores presentes nos palpos € nas queliceras, estes ultimos utilizados para “provar”
o hospedeiro. Apos perfurar a epiderme e a derme do mesmo com as queliceras, o hipostdomio
¢ introduzido na pele e permanece fixando o carrapato, por meio também da producio e
secrecdo de uma substancia proteica denominada cemento, sintetizada pelas glandulas salivares
e que tem como fun¢do auxiliar na fixagdo do aparelho bucal. Instalado esse canal de
alimentagdo, comeca a ser liberada a saliva do carrapato para o hospedeiro, bem como os fluidos

sanguineos do hospedeiro para os carrapatos (ANDERSON et al., 2008).

O carrapato deste estudo se chama Rhipicephalus microplus e apresenta ampla
distribuicéo geografica e é conhecido popularmente como o carrapato-do-boi. E um carrapato
monoxeno e tem os bovinos como principal hospedeiro. Este carrapato proporciona grandes
perdas na pecuaria mundial, além de ser transmissor dos agentes etioldgicos da “tristeza
parasitaria bovina”, doenga causada por bactérias do género Anaplasma e protozoarios do

género Babesia.

1.2.  Virus transmitidos por carrapatos

Os virus sdo considerados os agentes infecciosos mais abundantes em todos os dominios
da vida, enquanto os invertebrados compreendem a maior parte do reino Animalia. Estudos
metagendmicos mostraram que os invertebrados apresentam maior diversidade viral que os

vertebrados, e os artropodes sao enormemente afetados (SOUZA, 2019).

Os virus transmitidos por carrapatos formam um grupo variado, de duas ordens, nove
familias e pelo menos 12 géneros (PAROLA et al., 2001), sendo que os membros da familia
Flaviviridae estao entre os mais comuns (MARUYAMA et al., 2014). Como exemplos desta

familia estdo os virus da dengue e da febre amarela.



No Brasil, poucos sdo os relatos sobre a identificagao de virus em carrapatos. Figueiredo
et al. (2017) isolaram o virus Cacipacoré (CPCV), pertencente ao género Flavivirus ¢ familia
Flaviviridae, do carrapato da espécie Amblyomma sculptum (citada como Amblyomma
cajennense) coletado de uma capivara doente em Matdo, cidade do interior do estado de Sao
Paulo, em 1997. E Maruyama et al. (2014) isolaram outro virus, denominado Mogiana tick
virus (MGTV), de carrapatos Rhipicephalus microplus coletados de bovinos das regides Sul,
Sudeste ¢ Centro-Oeste do Brasil. Posteriormente, o MGTV foi identificado como sendo
membro de um grupo de virus chamado Jingmenvirus geneticamente relacionado com virus da
familia Flaviviridae (VILLA et al., 2017), que foi descrito em 2014, e detectado em carrapatos
da mesma espécie em fazenda da regido do Triangulo Mineiro (PASCOAL et al., 2019; QIN,
2014). O grupo Jingmenvirus, dentro da familia Flaviviridae, foi proposto para esse grupo de

virus (LADNER et al., 2016).

O Jingmen tick virus (JMTV) é um virus recém descoberto e identificado também em
R. microplus (QIN, 2014). Sua organizagdo viral ¢ composta por quatro segmentos de RNA,
dois deles similares aos genes que codificam proteinas ndo estruturais de Flavivirus. O MGTV
compartilha com o IMTV cerca de 97% a 99% de identidade de seus nucleotideos em todos os
segmentos, sugerindo que podem ser da mesma espécie viral (VILLA et al., 2017). A presenca
do virus relatada em amostras de carrapato bovinos no Brasil foi de 14%, enquanto na China os

primeiros relatos foram de apenas 3,44% (MARUYAMA et al,, 2014; QIN, 2014).

1.3.  Testes imunoldgicos para diagndstico de doencas infectocontagiosas
Existem diversos tipos de testes imunologicos para diagndstico de doengas
infectocontagiosas, alguns deles sdo os exames de aglutinagdo, fixacdo de complemento,

ensaios imunoenzimaticos, exames de precipitacdo, western blotting, entre outros.



Neste trabalho focamos no teste imunologico de ensaios imunoabsor¢ao enzimatica
(ELISA), cuja metodologia se baseia em reacgdes antigeno-anticorpo detectaveis através de
reacoes enzimaticas. O ELISA ¢ um método imunoenzimatico alternativo, cuja técnica permite
a analise de amostras de proteinas imobilizadas em pogos de microplacas, usando anticorpos

especificos e enzimas como marcadores.

1.4. Expressao de proteinas em bactérias

A maioria das proteinas de grande interesse farmacologico ¢ produzida pelos
organismos em quantidade limitada. Diante disso e com o advento da engenharia genética,
muitas dessas moléculas tém sido expressas em sistemas de cultura celular, para obté-las em
quantidades maiores e assim desenvolver melhores estudos e sua utilizagdo como produto
biolégico (CARMO, 2010).

Dentre os sistemas de expressao existentes, o que utiliza a bactéria Escherichia coli para
producdo de proteinas heterélogas ¢ um dos mais utilizados, devido ao fato de possuir um
genoma bem caracterizado, assim como o seu sistema transcricional e traducional. Além disso,
¢ de facil manipulagdo genética, possui rapida taxa de multiplicacdo e requer baixo custo.
Apesar de ndo realizar algumas modifica¢des pos-traducionais, que muitas vezes sdo requeridas
por proteinas eucaridticas (POROWINSKA, 2013), a E. coli ¢ bastante utilizada para expressao
e avaliac¢do de antigenos no desenvolvimento de testes imunologicos.

1.5.  Justificativa

Apesar de 0o MGTV e o IMTV terem sido detectados em R. microplus e em amostras de
soro bovino, pouco se sabe sobre a infec¢do que causa nesses hospedeiros vertebrados. Neste
sentido, a presente pesquisa teve como objetivo realizar a expressao da proteina viral 2 do
MGTV com a finalidade de se desenvolver um ensaio imunoenzimatico para detec¢do de
anticorpos produzidos pela infeccao do MGTV em bovinos. Para a obtencao da VP2, o sistema

bacteriano foi escolhido como sistema de expressao por oferecer alto rendimento proteico. O



ensaio possibilitara, inicialmente, realizar o estudo de prevaléncia da infec¢do causada pelo
MGTYV em bovinos e podera ser estendido, futuramente, para a investigagdo em outros animais

vertebrados, inclusive humanos.

2.  OBJETIVOS
2.1.  Objetivo geral
Obter a proteina viral 2 (VP2) do Mogiana tick virus (MGTV), em sistema bacteriano,
para utilizagdo como antigeno no desenvolvimento de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica

(ELISA), para detec¢do da infeccdo causada por este virus em bovinos.

2.2.  Objetivo especificos

e Realizar a expressdo da VP2 do MGTV em sistema bacteriano

e Analisar a expressdo da VP2 por SDS-PAGE

e Avaliar a VP2 recombinante obtida por ELISA utilizando anticorpo monoclonal anti-
6xHis

e Avaliar a VP2 recombinante obtida por ELISA utilizando amostras de soro de bovinos

de fazendas de Uberlandia — MG e Itumbiara — GO.

3. METODOLOGIA
3.1. Clonagem do gene que codifica a Proteina Viral 2 truncada de MGTV
Removida a regidao de transmembrana da VP2, a sequéncia codificante do segmento
restante foi sintetizada, inserindo-se a sequéncia codificante de 6xHis em sua extremidade C-
terminal, e clonada em vetor pGEX-4T2, para expressdo em sistema bacteriano na forma
fusionada com glutationa S-transferase (GST) (GenScript, Piscataway, EUA), formando a

proteina GST-VP2. O plasmideo construido foi utilizado na transformacao de E. coli cepa BL21



e as cé€lulas transformadas foram cultivadas em placas com meio LB contendo ampicilina 100
ng/ml. Algumas colonias foram selecionadas para confirmacao da presenga do DNA plasmidial

por meio de PCR (Reacao em Cadeia de Polimerase).

3.2. Expressiao bacteriana da VP2 de MGTV

Colonias que se mostraram positivas por PCR foram inoculadas individualmente em 30
mL de meio 2xYT contendo ampicilina 100 pg/mL e incubadas a 37 °C overnight (O/N) sob
agitacdo. No dia seguinte, as suspensdes foram transferidas para 300 mL de meio 2xYT sem
antibidticos, seguindo-se de incubagdo por 3 h a 37 °C sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado
IPTG para concentragdo final de 1 mM, para induzir a expressdo da VP2, e as culturas foram
incubadas por mais 3 h a 37 °C sob agitacdo. As suspensdes foram centrifugadas, o sobrenadante
descartado e o precipitado armazenado a -20 °C.

Os precipitados foram ressuspensos com 1,6 mL de Tris-HCl 0,065M pH 8 e a
suspensdo foram adicionados 15 pL fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM e 30 pL de
lisozima 10 mg/mL, seguidos de incubagdo por 10 min a 4 °C. Em seguida, foram realizados
quatro ciclos de congelamento, por 5 min a -20 °C, em banho com élcool absoluto, seguido de
descongelamento a temperatura ambiente. Apos os ciclos de congelamento e descongelamento
foram adicionados aos lisados 15 pL de DNase [ 2U/ uL e 5 uL de MgCl; 0,6 mM, e as misturas
foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 min. Os lisados foram centrifugados a
15000 x g por 20 min e tanto o sobrenadante foi transferido para outro microtubo. O precipitado
foi lavado com ureia 3 M e, em seguida, solubilizado com ureia 8 M. Apos nova centrifugagao,
o sobrenadante deste solubilizado foi transferido para novo microtubo. Esta etapa foi repetida
dez vezes, com os sobrenadantes inicialmente mantidos em tubos diferentes e, apds analise,

aqueles com a concentracdo proteica semelhantes, misturadas em um unico tubo. Tanto o



sobrenadante do lisado como os sobrenadantes dos solubilizados com ureia 8 M foram

submetidos a analise por SDS-PAGE e Bradford.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicoes desnaturantes (SDS-
PAGE)

A celetroforese de proteina foi realizada por SDS-PAGE seguindo as instrucdes de
Sambrook and Russel (2001). O SDS-PAGE consistiu em gel de separacao 12% acrilamida/bis-
acrilamida e de empilhamento 5% acrilamida/bis-acrilamida. Feito isso, 7,5 pL do preparado
proteico foram misturados com 2,5 pulL de tampao de corrida SS4X (SS4X incompleto e B-
mercaptoethanol 1%). A amostra foi incubada a 95 °C por 10 min e, em seguida, 2,5 pL de cada
amostra foram colocados em seus respectivos pocos do gel. Ap0s a eletroforese, o gel foi corado
com Coomassie Blue R-250, em 4cido acético: metanol (50:10, v/v) e/ou com nitrato de prata
(Thermo SCIENTIFIC, Pierce, Rockford, IL, EUA). A concentragdo proteica dos preparados
foi medida por Bradford (AMRESCO, VWR Life Science, Fountain Parkway, Solon, OH,

EUA).

3.4. Amostras de soro bovino de fazendas de Uberlandia-MG e Itumbiara-GO

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagio de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia com protocolo n® 001/21.

Foram disponibilizadas 12 amostras de soro bovino da Fazenda Experimental do Gléria
pertencente a Universidade Federal de Uberlandia, situada no municipio de Uberlandia, MG e
outras 12 amostras de soro bovino da Fazenda Privada Lago Verde, localizada em Itumbiara,

GO.

3.5. Ensaio de imunoabsor¢io enzimatico (ELISA)



O teste foi realizado em placa Costar de 96 pogos (Corning Inc. Corning, NY, EUA). Os
pocos foram sensibilizados com 50 uL contendo 0,2 pg do pool do preparado proteico contendo
GST-VP2 em tampao fosfato/ureia 8 M e incubados por 1 h a 37 °C. Apds isso, 0s pogos foram
lavados uma vez com PBS-T 0,05% (PBS contendo Tween 20 0,05%) e bloqueados com 75 pL
PBS contendo BSA 1% por 1 h a 37 °C. Os pogos foram lavados uma vez com PBS-T 0,05% e
incubados com 50 pL de amostras de soro bovino diluidas em PBS-T 0.05% + BSA 1% por 1
h a 37 °C. Anticorpo monoclonal anti-6xHis 250 ng/mL, no caso da sensibilizagdo com
preparado proteico da GST-VP2, foi utilizado como controle positivo. Em seguida, os pogos
foram lavados cinco vezes e incubados com 50 pL de anticorpo anti-IgG bovino conjugado com
peroxidase diluido em PBS-T 0,05% + BSA 1% por 1 h a 37 °C. No caso do uso de anticorpo
monoclonal anti-6xHis, anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase foi
utilizado. Os pocos foram lavados cinco vezes e incubados com 50 pL de 3,3.5,5'-
Tetrametilbenzidina (1-Step Ultra TMB-ELISA. Pierce Biotechnology) a temperatura
ambiente. A reacdo foi parada com 50 pL de H2SO4 0,18 M e a absorbancia foi medida a 450

nm.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados do SDS-PAGE

Apos fazer a expressao da VP2 do MGTV, obtida na forma fusionada GST-VP2,
realizagdo da lise das células bacterianas e centrifugagao do lisado, obtivemos 7 pellets. Cada
pellet foi ressuspenso com ureia 3 M, com o objetivo de remover possiveis proteinas bacterianas
presentes no sedimento. Apos nova centrifugacao, os pellets foram solubilizados com ureia 8
M, seguidos de nova centrifugacdao. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e
repetiu-se o passo de solubilizagdo do novo pellet formado por mais 9 vezes. Para analisar a

expressao da VP2, os sobrenadantes de algumas das repeticdes da solubilizagdo foram



submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE)

individualmente (Fig. 1) ou apds a realizagao de pools (Fig. 2).
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Figura 1: SDS-PAGE utilizando as fragdes 1, 2, 5, 6, 9 e 10 da solubilizacao do pellet
formado apos a lise das células bacterianas. As setas superior e inferior indicam,
respectivamente, a GST-VP2 e a GST e sua massa molecular.
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Figura 2: SDS-PAGE utilizando pools dos preparados proteicos de GST, GST-VP2 e do
purificado de GST nas quantidades indicadas.

4.2 Resultados pré-ELISA



Para analisar a concentragao de proteinas de cada solubilizagao foi utilizado o ensaio de
proteina Bradford, o qual ¢ um procedimento analitico espectroscopico rapido e preciso usado
para medir a concentragcdo de proteina em uma solu¢dao. Ao fazer esse ensaio foi obtido uma
média da concentragdo proteica do pool do preparado da GST-VP2 de 4,1 ug/uL.

Em seguida, foi feito um ELISA para testar a sensibilizacdo dos pocos da placa com
diferentes quantidades de proteina do preparado GST-VP2 utilizando o anticorpo monoclonal
anti-6xHis e, assim, obter a melhor quantidade para usarmos na sensibiliza¢do. Observando a
Fig. 3, houve pouca diferenga entre as diferentes quantidades do pool do preparado GST-VP2
por pogo, assim, optou-se por adotar 0,5 pg/pogo para a sensibilizagdo, que ¢ a quantidade

recomendada pela fabricante da placa de ELISA.
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Figura 3: ELISA com diferentes quantidades do poo/ do preparado GST-VP2 utilizando
anticorpo monoclonal anti-6xHis.
Determinada a quantidade de proteina do poo/ da GST-VP2 a ser utilizada na
sensibilizacdo de cada pogo, fizemos um novo ELISA usando amostras de soro bovino das
fazendas Gloéria e Lago Verde e o pool do preparado da GST como controle. Entretanto, como

visto na Fig. 4, foi observada reatividade tanto para os pog¢os sensibilizados com o preparado
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da GST-VP2 quanto para o preparado da GST. E possivel que a reatividade observada com o
preparado da GST seja o resultado de reacdo cruzada de anticorpos presentes nas amostras de
soro com proteinas bacterianas ainda presentes no preparado proteico e/ou com a propria GST,

cuja sequéncia também esta presente na GST-VP2.
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OD 450 nm - Branco

B VP2 mGST

Figura 4: ELISA utilizando amostras de soro bovino da Fazenda Experimental do Gloria e da
Fazenda Privada Lago Verde. Os niimeros do eixo X indicam as identificagdes das amostras
de soro. Dois soros fetais bovinos obtidos comercialmente foram utilizados com controles
negativos.

Lembrando que as amostras 19045, 18018, 19025, 16042, 18045, 19043, 20000,16003,
19041, 19039 e 20013 pertencem a Fazenda Gloria e as amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 28, 29, 30, 31,
32 e 33 pertencem a Fazenda

Com a presenga de um fator de reatividade cruzada foi feito um novo ELISA com menos
amostras, menor concentracdo do pool da VP2 e diferentes diluigdes. Mas, na Fig. 5 podemos

observar que ainda ha a reatividade cruzada entre os pools da VP2 e pool da GST.
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Figura 5: ELISA utilizando quatro amostras de soro bovino da Fazenda Experimental do
Gloria (18045, 19043, 20000 e 16003); uma amostra da Fazenda Privada Lago Verde.(29);
dois soros fetais bovinos (SFB Hyclone e SFB LGC) para controle negativo.

Como foi visto nesse estudo, houve a presenca da proteina recombinante VP2 na andlise
feita por SDS-PAGE, onde a banda dessa proteina possui o peso de 54 kDa. Entretanto, ao fazer
o pré-ELISA com a finalidade de definir quais sdo as melhores concentragdes e diluicdes para
sensibilizar a placa, quantidade de bloqueio, conjugados e antigenos, houve complicacdes.

O ELISA feito com VP2 e GST apresentou reagdo cruzada, onde o anticorpo se liga em
um antigeno para o qual ndo foi especificamente produzido, pois eles possuem epitopos
similares. Assim, ha a necessidade de técnicas mais especificas, como o Western Blotting, para

entendermos o que houve e se estamos no caminho certo para detectar a infec¢do em soros

bovinos por meio do ELISA.

5. CONCLUSAO
Com o sistema bacteriano de proteinas heterélogas, obtivemos a expressao da GST-VP2
em boa quantidade. O preparado proteico obtido foi utilizado em ELISA, mas os resultados

parecem indicar reatividade cruzada tanto com as proteinas bacterianas presentes no preparado
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quanto com a propria GST do vetor de expressao utilizado. Assim, outros experimentos deverao
ser realizados para permitir a utilizagao da GST-VP2 no ensaio para a detec¢do da infecg¢ao por
MGTV em bovinos, incluindo a purificagdo da GST-VP2, para eliminacdo de proteinas
bacterianas do preparado, a remog¢do da sequéncia da GST por proteases € o incremento da

quantidade do preparado de GST ao se diluir as amostras de soro no ensaio.
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