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RESUMO

Recentemente foi descoberto um novo virus chamado Mogiana tick virus (MGTV), que
tem um genoma segmentado e duas de suas proteinas sdo semelhantes as proteinas nao
estruturais dos flavivirus, como o virus da dengue, por exemplo. Esse virus foi encontrado
em carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus, mas ainda se sabe pouco sobre seu
impacto em bovinos. Para ter mais informagdes sobre a infec¢ao que causa, o objetivo do
presente trabalho foi desenvolver um teste de diagnostico baseado em imunoabsor¢ao
enzimatica (ELISA). Para isso, foi clonada a sequéncia codificante da proteina viral 2
(VP2) truncada do MGTYV no vetor pET-14b e uma cepa da bactéria Escherichia coli
apropriada para expressao foi transformada com esse plasmideo. A expressao da VP2 foi
induzida com IPTG e a confirmagao da expressdo foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida e ELISA. A VP2 recombinante foi usada como antigeno do teste ELISA
para avaliar a prevaléncia da infec¢do pelo MGTV em bovinos de diferentes fazendas da
regido do Triangulo Mineiro. O teste podera ajudar a entender melhor a infec¢do causada
por MGTV em bovinos e a desenvolver medidas preventivas e de controle para sua

infecgao.

Palavras-chave: Carrapato, bovino, Mogiana tick virus, ELISA.
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1. INTRODUCAO

1.1.Revisao da literatura

Carrapatos sdo ectoparasitas hematofagos que causam grande impacto na saude
publica pois podem ser transmissores de diversos patdgenos responsaveis por causar
doengas, tanto para humanos quanto para animais, provocando sintomas como febre,
dores de cabeca, erupgdes cutaneas, perda de apetite e outros. Os principais vetores das
infec¢des virais transmitadas por carrapatos sdo do género Ixodes, Haemaphysalis,
Hyalomma, Amblyomma, Dermacentor ¢ Rhipicephalus (BRITES-NETO; DUARTE;
MARTINS, 2015).

Tais artropodes podem ser hospedeiros de patégenos bacterianos, parasitarios e
virais (MADISON-ANTENUCCI et al., 2020). Diversos ja foram os surtos de infecgdes
virais originarias de carrapatos, como doenca da Floresta de Kyassanur, febre OMSK,
febre hemorragica da Crimeia-Congo, virose de Powassan, louping ILL, febre do
carrapato colorado e outras (MASSARD; FONSECA, 2004). As familias virais
identificadas em carrapatos sdo Asfarviridae, Arenaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae, Flaviviridae, Nairoviridae e Phenuiviridae (SAYLER et al., 2014;
BRACKNEY; ARMSTRONG, 2016).

A espécie Rhipicephalus microplus, também conhecida como carrapato-de-boi, ¢
muito comum em regides tropicais e subtropicais e estd relacionada com prejuizos de

mais de 3 bilhdes de dolares anualmente no Brasil (GRISI et al., 2014).

Os flavivirus sdo membros do género Flavivirus, da familia Flaviviridae, que podem
causar uma gama de doencas com um alto espectro de manifestac¢des clinicas, possuem
mais de 70 membros e sdo transmitidos principalmente por artropodes (VAN LEUR et
al., 2021). Dentre estes membros, recentemente um novo virus, nomeado como Mogiana
Tick Virus (MGTYV), foi identificado em diferentes regides do Brasil, inclusive no
Tridngulo Mineiro, em carrapatos da espécie R. microplus (MARUYAMA et al., 2014;
PASCOAL etal., 2019). Este microrganismo possui genes semelhantes aos que codificam
as proteinas ndo estruturais 3 (NS3) e 5 (NS5) de Flavivirus, com o virus da dengue, que
participam de atividades enzimaticas necessarias para o processamento do RNA e

replicacdo do genoma viral (BOLLATI et al., 2010; MARUYAMA et al., 2014).



Outra descoberta importante foi que o MGTV pertence a um grupo de virus que
possui genoma segmentado conhecido como Jingmenvirus e possui uma alta similaridade
com o Jingmen tick virus (JMTV), provavelmente sendo ambos membros da mesma
espécie viral (QIN et al., 2014; VILLA et al., 2017). Pesquisadores j& conseguiram
detectar o JMTV em humanos causando sintomas leves como ulceragao dolorosa,
linfadenopatia cervical, dor de cabega, astenia, linfadenopatia inguinal e prurido, ja os
sintomas mais graves englobam febre, cefaleia, mialgia e at¢é mesmo convulsdo. (JIA et

al., 2019).

O JMTV ja foi detectado em diferentes espécies de carrapato como Amblyomma
testudinarium,  Haemaphysalsis  longicornis,  Rhipicephalus  appendiculatus,
Rhipicephalus evertsi evertsi, Rhipicephalus pulchellus, Rhipicephalus microplus,
Hyalomma marginatum, Hyalomma rufipes, Hyalomma truncatum, Hyalomma
impeltatum, Hyalomma albiparmatum, Amblyomma gemma, Amblyomma nuttalli,
Amblyomma esparso, Amblyomma variegatum e Amblyomma lepidum (OGOLA et al.,
2022; ZHANG et al., 2022). Além do mais, ja foi identificado em mosquitos Armigeres
sp. (QIN et al., 2014), acarretando no pressuposto que o0 MGTV também possa ter os

mesmos transmissores.

Um importante passo apds a descoberta de um novo patdégeno de importancia para
a saude publica, tanto humana como animal, ¢ o desenvolvimento de testes que detectem
o agente e a infeccdo causada por ele. Uma metodologia, porém, de alto custo, foi
desenvolvida para enriquecimento de sequéncias nucleotidicas virais e utilizada na
detecgdo do JMTV e do virus causador da febre hemorrdgica da Crimeia-Congo em
carrapatos (BRINKMANN et al., 2021). Entretanto, metodologias com custos menores e

de mais facil acesso sdo importantes para a realizagdo de testes em maior escala.

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ¢ um teste de diagnostico analitico
baseado em imunoabsor¢do enzimatica de alta especificidade cujo resultado ¢ avaliado
de forma quantitativa (AYDIN, 2015). Sao diversos os formatos utilizados no ELISA,
que podem ser usados tanto na detec¢ao do antigeno do patdgeno como dos anticorpos
produzidos no individuo pela infeccdo, e tém como pontos principais a interagdo
antigeno-anticorpo e a deteccdo da interagdo, se presente, por meio de uma enzima

especifica (Figura 1).
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Figura 1: Diferentes formatos do ELISA. Podem ser utilizados para a deteccdo de antigenos (Ag) dos
patdgenos (todas as ilustragdes) ou de anticorpos produzidos pelo individuo na infecco (ilustragdes do
centro ¢ da direita). A enzima (E) ligada ao anticorpo conjugado converte as moléculas do substrato
(incolores) em moléculas de produto, que podem ser coloridas (testes colorimétricos) ou emitir luz
quando excitadas (testes luminescentes). Fonte: Overview of ELISA - US. Disponivel em:
<https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-
center/protein-biology-resource library/pierce-protein-methods/overview-elisa.html>. Acesso em: 4 dez.

2022.

As vantagens para utilizagdo do ELISA incluem sua sensibilidade, simplicidade,
versatilidade e o resultado avaliado por quantifica¢do (Figura 2) (CROWTHER, 2010).
Pela reagdo se basear na ligagdo antigeno-anticorpo, para o caso de deteccdo de
anticorpos, ¢ necessaria a producdo de proteinas para serem utilizadas como antigenos,
frequentemente empregando técnicas da engenharia genética e utilizando bactérias ou

outros sistemas celulares como biofabricas.
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Figura 2: Caracteristicas vantajosas do ELISA. Fonte: Adaptado de: CROWTHER, 2010.
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Os organismos produzem proteina de forma natural em pequena escala, mas, para
se obter sua expressdo em maior escala, de forma rapida e econdmica, faz-se a utilizagao
de hospedeiros bacterianos, por exemplo. A Escherichia coli ¢ a mais utilizada nestes
processos, uma vez que ha diversas cepas disponiveis, com genoma conhecido, sua
manipulagdo simples, cultivo barato e rapido, entretanto, tendo como desvantagem a nao

realizacdo de diversas modificagdes pos-traducionais (HUNT, 2005).

Dessa forma, a obten¢ao da proteina viral 2 do MGTV, cuja sequéncia ndo apresenta
similaridade com outras proteinas virais conhecidas, se faz importante para o
desenvolvimento de um teste diagnostico para estudar a prevaléncia da infec¢do na regido
e para que se possa entender ainda mais sobre a infeccdo, uma vez que a mesma tem

potencial patogenicidade para humanos.




1.2. Justificativa

O carrapato-de-boi, Rhipicephalus microplus, causa prejuizos na pecuaria brasileira
estimados em mais de trés bilhdes de dolares anualmente. O MGTV foi recentemente
descoberto nesse carrapato ¢ detectado em amostras de soro sanguineo de bovinos.
Porém, o possivel prejuizo que a infeccdo pelo MGTV causa nesses animais ainda ¢é
desconhecido, tanto no ambito da saude animal quanto econdmico. A presente proposta
¢ parte de um projeto de pesquisa mais amplo que tem como um dos objetivos investigar
a infec¢do causada pelo MGTV nesses animais. Para isso, como ainda ndo ha testes
sorologicos para identificar a infecgao, o objetivo da presente proposta foi obter a proteina
viral 2 (VP2) do MGTV para o desenvolvimento de um teste ELISA para deteccdo da

infec¢do causada pelo virus em bovinos.

1.3. Objetivo

1.3.1 objetivo geral
Obter a proteina viral 2 (VP2) do MGTYV, envolvida na formacao do capsideo viral, para

o desenvolvimento de um teste baseado em imunoabsorc¢do enzimatica (ELISA).

1.3.2 objetivos especificos

e Construir o plasmideo contendo a sequéncia codificadora da VP2 em vetor pET-
14b

e Realizar a transformagdao do plasmideo construido em sistema bacteriano por
eletroporagao

e Realizar a triagem da expressdo da proteina de interesse utilizando os clones
transformados para selecionar o clone com maior expressao da VP2

e Realizar a analise da expressao por SDS-PAGE e ELISA

e Realizar a purificagdo do preparado proteico com coluna de resina Ni-NTA

e Realizar a avaliagdio da VP2 por meio de teste ELISA utilizando anticorpo
monoclonal anti-6xHis, presente na VP2 expressa, e soros de animais bovinos de

fazendas da regido do Triangulo Mineiro e Goias



2. METODOLOGIA

2.1.Construcio do plasmideo para expressao da VP2 de MGTV
A sequéncia codificante da VP2 na forma truncada foi selecionada por meio de
técnicas de bioinformatica e inserida no vetor pET-14b. Todo o processo de construcao
do plasmideo foi realizado pela GenScript (Piscataway, NJ, EUA), que sintetizou e
inseriu no vetor a sequéncia codificante da proteina VP2 truncada seguida de uma cauda
de polihistidina (6xHis). Toda a inser¢ao aconteceu entre os sitios para as enzimas Nco |

e BamH 1 e o plasmideo foi nomeado pMGTVVP2TR.

2.2. Preparacao das células eletro competentes

A bactéria da cepa BL21 Codon Plus (DE3)-RIPL foi inoculada em 3 mL de meio
2xYT (triptona 1,6%, extrato de levedura 1%, NaCl 0,5%) contendo cloranfenicol (34
pg/mL) e incubada overnight (O/N) em shaker a 37 °C. O in6culo foi transferido para 30
ml de meio 2xYT com cloranfenicol (34 pg /ml) em shaker a 37 °C durante 3 h. Em
seguida, a cultura foi resfriada em gelo e centrifugada a 4000 xg por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido com dgua destilada a 4 °C e a amostra
foi submetida a uma nova centrifugagdo nas mesmas condi¢des. Esse processo foi
repetido por mais uma vez, o pellet foi ressuspendido com 5 mL de glicerol 10% em agua
a 4 °C, a amostra foi centrifugada novamente e o sobrenadante descartado. As bactérias

foram ressuspendidas e armazenadas em 150 pL de glicerol 10%.

2.3.Transformacio da VP2 em BL21 Codon Plus (DE3)-RIPL por Eletroporacao
Uma aliquota do DNA de pMGTVVP2TR, assim como a do pET-14b, foi utilizada

na transformagao da bactéria por eletroporagdo com MicroPulser electroporator BioRad,
conforme instrugdes do fabricante. Apds eletroporagdo, as células foram cultivadas em
placas contendo meio LB (extrato de levedura 1%, triptona 0,5%, NaCl 1%, agar 2%)
contendo cloranfenicol (34 ug/mL) e ampicilina (100 pg/mL). Algumas colonias obtidas,
tanto das bactérias transformadas com pMGTVVP2TR como com pET-14b, foram
selecionadas e submetidas a uma Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os
primers T7 promoter e T7 terminator para a detec¢gao do DNA plasmidial e confirmagao
da eletroporagdo. Para visualizagdao dos acidos nucleicos, foi feito um gel de agarose 1%

com Tris/Borato/EDTA (TBE) e Redview. Para a corrida, também foi utilizado o tampao
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TBE e as amostras estavam diluidas em loading buffer 6X. O marcador de corrida

utilizado foi o Gene ruler 1 Kb e a corrida se deu a 100 V por 30 min.

2.4.Expressao da proteina VP2 truncada de MGTV

Coldnias que se mostraram positivas por PCR, tanto para pMGTVVP2TR quanto
para pET-14b, foram selecionadas, inoculadas, individualmente, em 30 mL (para coldnias
transformadas com pMGTVVP2TR) e 10 mL (para coldnias transformadas com pET-
14b) de meio 2xYT contendo cloranfenicol (34 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL) e
incubadas a 37 °C, O/N, sob agitacdo. No dia seguinte, as suspensdes foram transferidas
para 300 mL e 100 mL (colonias transformadas com pMGTVVP2TR e pET-14b,
respectivamente) de meio 2xYT sem antibidticos e incubadas a 37 °C, por 3 h, sob
agitacdo. Em seguida, foi adicionado Isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido (IPTG) para
uma concentragao final de 1 mM, com o intuito de induzir a expressao da proteina. Apos
1sso, as culturas foram incubadas por mais 3 h a 37 °C sob agita¢do. As suspensdes foram
centrifugadas a 4000 xg por 30 min a 4 °C, os sobrenadantes foram descartados e os

precipitados armazenados a -20 °C.

Os pellets foram ressuspendidos com tampao TN (Tris-HCI 0,065 M pH 8 e NaCl
0,1 M) e, em seguida, foram adicionados fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) para 1
mM e lisozima para 0,1 mg/mL, seguidos de incubagdo por 10 min a 4 °C. Apos isso,
realizou-se 4 ciclos de congelamento a -20 °C seguido de descongelamento a temperatura
ambiente. ApoOs os ciclos de congelamento e descongelamento, foram adicionados DNase
I para 0,005 U/mL e MgCl, para 0,6 mM, e as misturas incubadas em temperatura
ambiente (TA) durante 30 min. Os lisados foram centrifugados a 15000 xg por 10 min e
tanto o sobrenadante como o precipitado foram submetidos a analise por SDS-PAGE e
ELISA. No caso do precipitado, ele foi solubilizado com PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7
mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH 7,4) contendo ureia 8 M e, apds nova
centrifugacdo, o sobrenadante (fragdo solubilizada) foi transferido para novo microtubo.
Este processo foi repetido vérias vezes e as fragdes (S1 a S8) foram analisadas

separadamente por eletroforese e ELISA.
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Figura 3: Expressio bacteriana

Fonte: Elaborado pela autora, [2022]

2.5.Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE)

A eletroforese dos preparados proteicos foi realizada de acordo com Sambrook and
Russel (2001) com modificagdes. O SDS-PAGE consistiu em gel de separagdo 12% e de
empilhamento 5%. Para fazer o gel de poliacrilamida 12%, foi preparada uma mistura
que continha SDS 0,1%, Tris-HCI1 pH 8,8 0,375 M, persulfato de amonio 0,1% ¢ TEMED
0,04%. Ja o gel de empilhamento 5%, local onde as amostras foram aplicadas, continha
SDS 0,1%, Tris-HCI pH 6,8 0,125 M, persulfato de aménio 0,1% e TEMED 0,1%. Feito

1sso, 7,5 uL de amostra proteica foram misturados com 2,5 uLL de tampao de corrida 4x
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(tampao de corrida 1x: Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, azul de
bromofenol 0,05% e B-mercaptoethanol 0,5%). A mistura foi incubada a 95 °C por 10
min e, em seguida, foram aplicados 5 uL no poco do gel. A eletroforese foi realizada a
125 V em cuba de mini gel, com tampao Tris-glicina pH 8,3 (Tris base 25 mM, glicina
250 mM, SDS 0,1%) na parte superior da cuba e 0 mesmo tampao, porém sem glicina, na
parte inferior. Para visualiza¢ao do resultado, o gel foi corado com Coomassie Blue R-
250 0,2%, em acido acético:metanol (50:10) ou com nitrato de prata Pierce Color Silver

Stain Kit (Biotechnology/Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA).

2.6.Purificacio com resina Ni-NTA

A purificagdo foi realizada de acordo com o protocolo de purificacdo de proteinas
recombinantes marcadas com 6xHis provenientes de expressao com E. coli sob condigdes
desnaturantes presente no manual The QIAexpressionist - Ni-NTA Protein Purification
(QIAGEN, Hilden, Alemanha), com modificagdes. As condi¢des dos preparados
proteicos foram ajustadas para conter ureia 7 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-C1 0,01 M, pH 8,0
(tampao B do manual de instrugdes). A coluna de Ni-NTA foi equilibrada com tampao
B, o preparado proteico ajustado foi adicionado a coluna, aguardou-se 10 min. A coluna
foi centrifugada por 5 min a 270 xg, a solugdo extraida da coluna retornou a mesma para
que o processo fosse repetido por mais 3 vezes. A coluna foi lavada com tampao C (ureia
8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-Cl 0,01 M, pH 6,3) e centrifugada por 2 min a 8§90 xg, este
passo foi repetido mais uma vez com tampao novo. A eluicdo da proteina foi feita com
tampdo D (ureia 8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-C1 0,01 M, pH 5,9) e centrifugacdo por 2 min
a 890 xg, por 4 vezes, e depois com o tampao E (ureia 8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-C1 0,01

M, pH 4,5) sob as mesmas condigdes.

2.7.Ensaio de imunoabsorcio enzimatico (ELISA)

O teste foi realizado em placa KASVI Low-binding da marca Olen K30-5096U. Os
pocos foram sensibilizados com 50 pL. contendo 2 pg da proteina recombinante purificada
em PBS e incubados por 1 h a 37 °C. Apds isso, os pocos foram lavados uma vez com
PBS/T 0.05% (PBS, Tween 20 0,05%) e bloqueados com 100 uL PBS contendo BSA
1,5% por 1 h a 37 °C. Em seguida os pocos foram lavados trés vezes com PBS/T 0,05%
e incubados com 50 pL de amostras de soro bovino diluidas 1:100 em PBS/T 0.05%/BSA
1,5% por 1 h a 37 °C. Anticorpo monoclonal anti-6xHis (Thermo Fisher, Waltham,
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Massachusetts, EUA) na diluigdao 1:2000 foi utilizado como controle positivo. Os pogos
foram lavados cinco vezes e incubados com 50 pL de anticorpo anti-imunoglobulina G
(IgG) bovina conjugado com peroxidase (KPL Clopper Road, Gaithersburg, MD, USA)
diluido 1:1000 ou com proteina A de Staphylococcus aureus conjugada com peroxidase
(Sigma Aldrich/Merck, Darmstadt, Alemanha) em PBS/T 0.05%/BSA 1,5% (PBS 2x no
caso da proteina A-peroxidase) por 1 h a 37 °C. No caso do uso de anticorpo monoclonal
anti-6xHis, anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Thermo
Fisher) foi utilizado na dilui¢do 1:5000. Os pogos foram lavados novamente por cinco
vezes e incubados com 50 pL de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (1-Step Ultra TMB-
ELISA. Pierce Biotechnology (Waltham, Massachusetts, EUA), em temperatura
ambiente. A reagdo foi parada com 50 pL de H2SO4 0,18 M e a absorbancia lida a 450
nm na leitora de placas BioTek 800 TS Absorbance Reader (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA).

2.8.Amostras de soro bovino
As amostras foram coletadas de bovinos de trés fazendas: Fazendas Experimentais
do Gloéria e do Capim Branco, pertencentes 8 UFU, e Fazenda Lago Verde, em Goias
(tabela 1). Aproximadamente 3 mL de sangue foram coletados de cada animal da veia
jugular ou da veia coccigea. Os tubos contendo as amostras foram mantidas em caixas
térmicas e, no laboratorio, foram centrifugadas a 1.300 xg por 10 min a 25 °C. Os soros

foram transferidos para microtubos e estocados a -20 °C até o uso.

Tabela 1 — Caracteristicas dos bovinos utilizados no estudo.

Fazendas
Gloria Lago Verde Capim Branco
n=31 n=51 n=40 Total
Raca
Holandesa 3030 F) 1 (1F) - 3131 F)
Mestiga 1(1F) 50 (28 M/ 22 F) 11 (11 M) 62 (39M/ 23F)
Nelore - - 29 (29 M) 29 (29 M)
Sexo
Fémea 31 23 - 54
Macho - 28 40 68

Total 122
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2.9.Comité de ética

Este projeto teve autorizagdo para obtengdo de amostras de sangue de bovinos da
Fazenda Experimental do Gloéria e Fazenda Experimental do Capim Branco, ambas da
UFU, e da Fazenda Lago Verde, em Itumbiara, Goias, de acordo com o protocolo 001/21
aprovado junto & Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Uberlandia.

2.10. Analise estatistica
Para a realizacdo das analises estatisticas, foi utilizado o software GraphPad Prism 5
(https://www.graphpad.com). Para avaliar a propor¢do de amostras reativas entre
fazendas, ragas e sexo foi aplicado o teste exato de Fischer. Os resultados obtidos foram

considerados significativos quando apresentaram p < 0,05.

3. RESULTADOS

Ap0s a transformacao por eletroporacdo, colonias foram selecionadas e submetidas a
PCR para deteccdo do DNA plasmidial. A visualizagdo deste resultado se deu por meio
de uma eletroforese em gel de agarose que apresentou bandas com tamanho esperado,
tanto para pMGTVVP2TR como para pET-14b, indicando sucesso na obten¢do de

coldnias transformadas (Figura 4).

PM whe 2= =3 wde =5e s6= vFo wBe ~Oe WO Weis 43e %3 [4 45 96 ¥ C- C+1CH2
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Figura 4. Eletroforese de produtos de PCR para triagem de colonias transformadas. Foram triadas
15 colodnias transformadas com pMGTVVP2TR (raias 1 a 15) e duas colonias transformadas com pET-

14b (vetor, raias 16 e 17). No controle negativo (C-), ndao foram adicionadas células das transformagdes e,
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nos controles positivos foram adicionados 0 DNA de pMGTVVP2TR (C+1) ou de pET-14b (C+2). As
setas indicam as bandas formadas pela amplificagdo com pMGTVVP2TR (preta) e pET-14b (cinza).

As colonias transformadas 1 e 16 (raias 1 e 16, respectivamente, da figura 4),
assim como a cepa bacteriana ndo transformada, foram selecionadas para o experimento
de expressdo. Com o sobrenadante obtido com o lisado celular, em SDS-PAGE nao foi
possivel observar uma banda proteica com massa molecular esperada para a VP2
truncada, de 26,2 kDa (resultado nao mostrado). Assim, o pellet obtido deste lisado foi
solubilizado com PBS contendo ureia 8 M e, desta vez, com as fragdes obtidas (S1 a S8)
foi observada a presenca da banda esperada da VP2 truncada (Figura 5A). Além do mais,
foi feita uma segunda eletroforese com pools das fragdes, sendo que o pool 1 continha as

fragdes S1 e S2 e 0 pool 2 continha as fracdes S3 a S8 (Figura 5B).

_Pooll = Peol2
MW 1 S 25pg 1 S 25
MGTVPITR pET-|4b kDa (0 HE HE Mg HE HE
kDa PM S1 S2S3 S4 S5 S6S7 S8 S1 S5 BLC+ 5
180 100
130 70
100 55
n & /:&zm:
b 262 kDa

35 / 25

Figura 5. SDS-PAGE com as fracdes obtidas com solubilizacdo dos pellets formados apos a lise
celular com as colénias transformadas com pMGTVVP2TR ou com pET-14b, conforme indicado
(A), e juntando as fracdes em pool 1 (fragdes S1 e S2) e pool 2 (fracdes S3 a S8) nas quantidades
proteicas indicadas (B). As setas indicam a banda com a massa molecular estimada para a VP2 truncada.
Como controles, foram utilizadas as fragdes S1 e S5 obtidas com expressdo utilizando uma colonia

transformada com pET-14b e a solubilizacdo do pellet da expressao da bactéria ndo transformada.
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Como forma de confirmar se a banda proteica observada em SDS-PAGE era
realmente da VP2 truncada, as fragdes obtidas com a solubilizagdo foram analisadas por
ELISA com anticorpo monoclonal anti-6xHis. Os pogos da placa de ELISA contendo
essas fragdes apresentaram alta reatividade, enquanto que as fragcdes obtidas com a
colonia transformada com pET-14b ndo apresentaram ou apresentaram baixa reatividade,
confirmando, assim, a presenca da VP2 nas fragdes solubilizadas obtidas com a colonia

transformada com pMGTVVP2TR (Figura 6).
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04
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VP2 VP2 VP2 VP2 VP2 VP2 VP2 VP2
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Figura 6. ELISA das fracdes solubilizadas. Foram utilizadas as fragdes S1 a S8 da expressdo com a
coldnia transformada com pMGTVVP2TR e S1 a S5 da expressdo da bactéria transformada com pET-
14b.

O pool 1 foi utilizado para realizar a purificacdo por meio da coluna de Ni-NTA.
A VP2 purificada desta maneira foi utilizada como antigeno no teste ELISA para detectar
anticorpos do MGTYV em soros bovinos. Para determinar se a amostra era positiva ou ndo,
foi necessario calcular o valor do cut-off, ou seja, os valores médios de densidade oOtica
(OD) dos controles negativos mais 3,5 vezes o desvio padrdo. O indice ELISA foi obtido
dividindo a OD obtida com cada amostra pelo valor de cut-off. Valores maiores ou iguais

a um foram considerados positivos.

Dos 122 soros avaliados, 71 apresentaram reatividade contra a VP2 obtida. As
amostras da Fazenda do Gléria foram as que apresentaram a maior porcentagem de
reatividade (29/31, 93,55%), seguidas das amostras da Fazenda do Lago Verde (35/51,

68,63%). As amostras da Fazenda Capim Branco apresentaram baixa porcentagem de
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Frequéncia soros reativos (%)

reatividade (7/40, 17,50%). Ao comparar os dados com base nas fazendas, todas
apresentaram diferencas significativas entre si (Gloria x Capim Branco, Gloria x Lago
Verde, Capim Branco x Lago Verde — Figura 7). Em relagdo as ragas testadas, também
houve diferenga estatisticamente significativa. A Holandesa apresentou a maior
porcentagem de amostras reativas (28/31, 90,32%), seguida da mestica (41/62, 66,13%).
A Nelore apresentou a menor porcentagem de amostras reativas (2/29, 6,89%). Quando
comparada a porcentagem de os soros reativos entre machos e fémeas, também foi
observada uma diferenga significativa, com amostras de machos apresentando menor
porcentagem de reatividade (29/68, 42,64%) em relagdo as amostras de fémeas (42/54,
77,7%) (Figura 7).
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Figura 7. Frequéncias de amostras de soro bovino reativas contra MGTV VP2 por ELISA de acordo com
fazenda (A), raga (B), sexo (C). A VP2 obtida neste estudo foi usada para revestir os pogos da placa e as
amostras bovinas foram testadas conforme descrito na metodologia. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos. * p <0,05; *** p < 0,0001
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4. DISCUSSAO

A escolha da VP2 para o desenvolvimento de um teste soroldgico se deu pelo fato da
mesma ser a provavel proteina do capsideo viral e que ndo possui semelhanga com outras
proteinas, o que confere uma maior especificidade ao teste. Além do mais, a VP2 do
Alongshan virus, outro membro do grupo dos Jingmenvirus, geneticamente préximo ao
MGTYV e associado com doenga febril em humanos, ja foi utilizada em outro trabalho

como antigeno em testes diagnosticos (WANG et al., 2019).

No presente estudo, a VP2 truncada de MGTV, expressa em sistema bacteriano, foi
obtida com sucesso para ser utilizada em ELISA. Entretanto, no processo de purificacao
ocorreu perda substancial da proteina. Dessa forma, parametros deverao ser alterados para
que haja um aumento no rendimento da purificacdo e a proteina possa ser produzida em

uma escala maior para ser utilizada no teste sem haver grande perda de amostras.

Com a VP2 obtida, foram realizados testes com diferentes condigdes para se avaliar
quais os melhores parametros, como utilizacdo de placas de ELISA de alta e baixa
afinidade, sensibilizagdo com diferentes quantidades de antigenos nos pocos e com
diferentes tampdes (tampdo carbonato e PBS), dilui¢des diferentes dos soros e uso de
anticorpo anti-IgG bovino ou proteina A de Staphylococcus aureus, ambos conjugados
com peroxidase. Como controle negativo, foram utilizados soros fetais bovinos
comerciais, uma vez que sao obtidos de animais livres de patdgenos e, por isso,

provavelmente livres de infec¢gdo por MGTV/IMTV.

Os resultados do ELISA mostram uma porcentagem alta (93,55%) de amostras de
soro de bovinos da Fazenda do Gloria reativas contra a VP2, sugerindo uma maior
prevaléncia de infec¢do por MGTV nos animais desta fazenda. Inicialmente, esses
resultados poderiam indicar que a Fazenda do Gloria seria o fator que levaria a infec¢ao
por MGTV com maior frequéncia. Porém, a prevaléncia maior ¢, provavelmente,
consequéncia do indice de infestagdo maior em gado da raca Holandesa, que compde
96,8% dos animais da fazenda, por carrapatos da espécie R. microplus (PENNA, 1989;
RODRIGUES et al., 2018; ANDREOTTI et al., 2019; BONATTE et al., 2019), uma vez
que ¢ o potencial vetor do MGTV. Por outro lado, bovinos da raca Nelore sao menos
suscetiveis a infestacdes por este carrapato (JONSSON et al., 2014) e, desta forma, teriam

menor prevaléncia de infeccao por MGTV. Isso esta de acordo com a baixa porcentagem
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de amostras reativas (6,89%) contra a VP2 da Fazenda do Capim Branco, uma vez que

72,5% (29/40) do gado na época da coleta eram da raga Nelore.

Em estudo realizado com os animais da raca holandesa da Fazenda do Gloria entre
janeiro de 2019 e dezembro de 2021, a prevaléncia de infestacao foi de 100% dos animais,
com excecao de 3 meses, quando a porcentagem foi de 93% (RODRIGUES, 2022). Além
disso, o indice de infestagdo no periodo foi de 89,2 carrapatos/animal. J& com os bovinos
da Fazenda do Capim Branco, a prevaléncia variou de 50 a 100% entre maio de 2015 e
maio de 2017, com indice de infestacao de 26,8 carrapatos/animal (DE SIQUEIRA et al.,
2021). Ainda com relagdo a esta fazenda, o RNA do MGTYV foi detectado em 25% (7/28)
dos carrapatos testados e os carrapatos positivos para MGTV estavam em sete dos 28

bovinos (38,9%) de onde os carrapatos foram coletados (PASCOAL et al., 2019).

Com relagdo ao gado mesti¢o, os animais sdo um cruzamento de Bos taurus (raga
holandesa, por exemplo), que também leva a altos indices de infestacdo por R. microplus,
com Bos indicus (Nelore, por exemplo). Neste sentido, os resultados do ELISA mostram
alta porcentagem de amostras reativas da Fazenda do Lago Verde (68,63%), ainda que
com porcentagem menor que a da Fazenda do Gldria, sendo que presenga genética de Bos

taurus no gado mestigo parece propiciar suscetibilidade dos animais ao carrapato.

As fémeas provavelmente apresentaram maior porcentagem de amostras reativas por
serem, a maioria, animais para producao de leite, da raga holandesa. Para os animais
mesticos, a diferenca da porcentagem de amostras reativas entre machos e fémeas ndo foi

estatisticamente significante (26/38, 68,42% x 14/23, 60,86%, respectivamente).

Tanto a Fazenda do Gloria quanto a Capim branco pertencem a Universidade Federal
de Uberlandia e estdo localizadas na regidao do Triangulo Mineiro. Por serem fazendas
experimentais da universidade, a rotatividade de animais ¢ grande e, dessa forma, ¢
possivel que o transporte dos animais, juntamente com os carrapatos, seja uma forma de

disseminagdo de patogenos, infectando novos bovinos e até mesmo outros animais.

O teste descrito no presente estudo podera ser adaptado para deteccdo da infeccao
pelo MGTV em outros animais vertebrados, inclusive humanos, o que podera auxiliar na
compreensdo acerca da epidemiologia da infeccdo. Como muitas pessoas vivem e

trabalham na zona rural, proximos destes animais, o teste podera ser aplicado para
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entender se o virus pode estar causando problemas a satide dessas pessoas, da mesma

forma que o JMTV causou e, assim, criar medidas de prevencao contra a infecgao.

5. CONCLUSAO

A partir deste estudo foi possivel obter a VP2 do MGTYV para ser utilizada no teste de
imunoabsor¢do enzimatica e, assim, detectar anticorpos do MGTV presente em soros

bovinos.

As amostras de soro de vacas holandesas, de raca leiteira, apresentaram maior
porcentagem de reatividade, provavelmente pelo fato de serem mais susceptiveis a
infestacdo por carrapatos R. microplus, € por isso uma maior probabilidade de contrairem

0 virus.
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