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RESUMO

Carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos pertencentes ao filo Arthropoda, classe Arachnida,
ordem Acari e subordem Ixodida. Apresentam grande longevidade e carreiam virus e
bactérias por um longo periodo de tempo. No Brasil, somente dois virus em carrapatos foram
relatados até o momento, o virus Cacipacoré (CPCV) e o Mogiana tick virus (MGTV). Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo principal utilizar a cultura de células de linhagem
Vero para a detecgdo de virus que possam estar presentes em amostras de carrapatos da
espécie Rhipicephalus microplus provenientes de hospedeiros bovinos. A metodologia
aplicada visou otimizar um protocolo padrao para a utilizagdo simultanea das amostras tanto
em cultivo celular quanto em procedimentos de biologia molecular. A presenca de efeito
citopatico (ECP) nos cultivos celulares foi observada, inferindo possivel contaminagdo por
virus, e tal hipotese foi duplamente reforcada através de testes como extracdo de DNA
positiva para o gene 16S e extragdo de RNA das células inoculadas indicando presenca de
segmentos de RNA ribossdmico. O emprego dessa metodologia para deteccao viral podera ser
vantajoso, uma vez que a detec¢ao por métodos moleculares, como a RT- PCR, ¢ especifica
para determinada (o) espécie ou género viral e essa especificidade demanda um conhecimento
prévio que ainda ¢ considerado precario ao se tratar de virus presentes em carrapatos no pais.

Palavras-chave: carrapatos, virus, cultura de células
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1. Introducao
1.1. Carrapatos

Carrapatos sdo ectoparasitas pertencentes ao filo Arthropoda, classe Aracnida, ordem
Acari e subordem Ixodida, que por sua vez compreende trés familias: Argasidae,
Nutallielidae e Ixodidae (CAMARGO-MATHIAS, 2013). Todas as espécies de carrapatos
requerem obrigatoriamente, em pelo menos uma de suas fases de vida, alimentacdo de
sangue de vertebrados. Algumas espécies possuem ainda significativo grau de
especificidade a um hospedeiro, enquanto outras infestam uma extensa variedade de
hospedeiros, incluindo o homem.

Os carrapatos transmitem uma ampla gama de patdogenos virais, bacterianos e
protozoarios, que em sua maioria podem estabelecer infec¢des persistentes e de longa
duragdo no carrapato vetor e, em alguns casos, podem ainda ser transmitidos para a
proxima geracdo. Muitas linhagens de carrapatos ixodideos e argasideos abrigam virus
endogenos dos quais ainda ndo ha muitas informagdes presentes na literatura (BELL-
SAKYTI; ATTOUIL, 2013)

A espécie Rhipicephalus microplus ¢ comumente encontrada em areas extensas de
pastagens destinadas a pecuaria bovina e, ao se fixarem nos hospedeiros, neles
permanecem em média por 21 dias. Essa espécie de carrapato tem como caracteristica
ciclo de vida monoxeno, necessitando de um tnico hospedeiro para completar seu ciclo.

(MASSARD; FONSECA, 2004).

No caso de agentes patogénicos para humanos ou para animais domésticos e silvestres,
as principais doencas causadas por carrapatos sao febre maculosa, babesiose, ehrlichiose,
doenca de Lyme e encefalite causada por virus. Uma caracteristica comum dessas doengas
constitui-se no fato de mimetizarem um grande numero de doengas infecciosas e
parasitarias, dificultando substancialmente o diagnostico especifico e o tratamento. Tal
dificuldade de diagnostico impede que seja estabelecida a terapia apropriada no menor
tempo possivel, fato que corrobora para que a febre maculosa, por exemplo, seja uma
doenca possivelmente fatal, apresentando alta mortalidade no Brasil, quando comparado a
outros paises. Em geral, os sintomas clinicos comuns envolvem processo febril e anemia

nos hospedeiros vertebrados (MASSARD; FONSECA, 2004; DEL FIOL et al., 2010).

Os carrapatos possuem capacidade extraordinaria como vetores de patégenos devido
as seguintes caracteristicas: hematofagismo, fixagdo profunda nos hospedeiros,

ingurgitamento lento, adaptacdo a diferentes hospedeiros, longevidade dos diferentes



estagios de vida no ambiente e grande potencial bidtico. A transmissdo de patdgenos pode
ocorrer por meio da picada, excrementos, liquido coxal (em Argasidae) ou ingestdo de

carrapatos infectados (CUPP, 1991; SONESHINE; NICHOLSON; LANE, 2002).

1.2. Virus transmitidos por carrapatos

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

No Brasil, poucos sdo os relatos sobre a identificagdo de virus em carrapatos.
Figueiredo et al. (2017) isolaram o virus Cacipacoré (CPCV), pertencente ao género
Flavivirus e familia Flaviviridae, de Amblyomma sculptum (citado 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 R. microplus coletados de bovinos das regides Sul,
Sudeste e 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 Tridngulo Mineiro (QIN et al.,

2014; PASCOAL et al., 2019).

1.3. O grupo Jingmenvirus

Os virus s3o 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 artrépodes sdo enormemente afetados. O
Jingmen tick virus (JMTV) € um virus recém descoberto e identificado em R. microplus
(QIN et al., 2014). Sua organizagdo viral ¢ composta por quatro segmentos, dois deles
relacionados com os genes que codificam proteinas ndo estruturais de virus da familia
Flaviridae. Ao mesmo tempo, o MGTV, também detectado em R. microplus, compartilha
com o JMTV cerca de 97% a 99% de identicidade de seus nucleotideos em todos os

segmentos, sugerindo que podem ser da mesma espécie viral (VILLA et al., 2017). Tal



presenga do grupo Jingmenvirus relatada em amostras de carrapato bovinos no Brasil foi
de 14%, enquanto na China os primeiros relatos foram de apenas 3,44%. (QIN et al.,
2018). O género Jingmenvirus, dentro da familia Flaviviridae, foi proposto para esse

grupo de virus (LADNER et al., 2016).

1.4. Métodos de deteccao viral

Os métodos mais utilizados para deteccdo de virus em amostras provenientes de
carrapatos incluem biologia molecular, de forma especifica a extragdo de RNA seguida
por RT-PCR. O uso da transcriptase reversa data de 1970, quando ocorreu sua descoberta
em retrovirus e, desde entdo, vem sendo utilizada para elucidar a replicagdo viral e
auxiliar na deteccdo e tratamento de doencas causadas por virus (COFFIN et al., 2016).
Entretanto, tais métodos de detec¢do necessitam do conhecimento prévio a respeito da
sequéncia nucleotidica estudada e a amplificacdo da sequéncia alvo depende da formagao

de hibridos dessa sequéncia com os oligonucleotideos utilizados.

Lancando mado de uma metodologia alternativa, Maruyama et al. (2014) utilizaram
amostras de R. microplus e conseguiram observar a ocorréncia de efeito citopatico (ECP)
em linhagens celulares inoculadas. A infeccdo pelo indculo foi confirmada,

posteriormente, por deteccao molecular do virus.

1.5. Justificativa

Existem poucos estudos publicados sobre virus presentes em carrapatos no Brasil. A
deteccao de virus de uma amostra ¢ frequentemente realizada por meio da detecgdo de seu
acido nucleico, por reagdo em cadeia da polimerase convencional (PCR) ou por
transcrigdo reversa seguida de PCR (RT-PCR). Essas metodologias, para serem aplicadas,
requerem o conhecimento da sequéncia nucleotidica desse patdogeno e a amplificacdao da
sequéncia alvo depende da formacdo de hibridos dessa sequéncia com o0s
oligonucleotideos utilizados. Dessa forma, os testes envolvendo PCR/RT-PCR sdo
especificos para detecgdo do acido nucléico de uma espécie viral ou, em alguns casos, de
virus pertencentes ao mesmo género viral. Outra maneira de se detectar virus € por meio
de cultura celular. Com esta € possivel observar a formagado de efeito citopatico durante a

replicagdo viral e tal método de detec¢do independe do conhecimento de sua sequéncia



nucleotidica. Diante disso o uso da cultura celular ¢ uma importante ferramenta para
auxiliar na deteccao viral, contribuindo assim para elucidagdo da presenca de virus em

carrapatos.

2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais

Estabelecer uma metodologia para utilizagdo simultanea do macerado de carrapatos na
inoculagdo em cultura de células e na extracdo de DNA e RNA para deteccdo de

microrganismos.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar o cultivo e a manutencao de células de linhagem Vero;

e Elaborar protocolo padrao para maceragdo de carrapatos;

e Inocular macerados de carrapatos da espécie R. microplus, coletados na Fazenda
Experimental do Gléria, campus Gloria, espécie na qual o MGTYV ja foi detectado;

e Monitorar as células inoculadas por visualizagdo em microscopio e verificar a
formacao de efeito citopatico (ECP);

e No caso de ECP, coletar e armazenar a -80 °C o meio de cultura para a realizacao
de um segundo inéculo posteriormente;

e Realizar extragdo de DNA e de RNA das amostras provenientes da maceragao.

3. Metodologia

3.1. Amostras de carrapatos

Os carrapatos utilizados foram coletados na Fazenda Experimental do Gléria, campus
Gloria, da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Ao todo, foram coletados 20
carrapatos fémeas adultas semi-ingurgitadas da espécie R. microplus, provenientes de
hospedeiros da espécie Bos taurus, que foram classificados através de chaves dicotomicas
utilizadas pelo Laboratério de Ixodologia da UFU (Lablx), descrita na Tabela 1, e foram
mantidos a -80 °C até seu processamento. Para realizacdo do protocolo de maceragao, os
carrapatos foram agrupados em cinco pools conforme descritos na tabela 1, cada pool

contendo quatro metades de carrapatos de um mesmo hospedeiro, exceto o MIX, que



continha quatro metades de carrapatos provenientes de quatro hospedeiros distintos. As
metades restantes, que ndo foram utilizadas no protocolo de maceracdo, foram

armazenadas a -80 °C.

Todos os procedimentos de coleta de carrapatos em bovinos foram aprovados pela
Comissao de ética na utilizagdo de animais (CEUA), da Universidade Federal de

Uberlandia, protocolo n° 068/18.

Tabela 1. Amostras de carrapatos utilizadas no experimento, classificadas de acordo com as

informagdes sobre a coleta: fazenda, data e hospedeiro.

Identificagdo dos carrapatos (em pools)
Amostras (local e data de coleta hospedeiro_carrapato)
149 FGL20190313 HO1 01 a 04
156 FGL20190313 HO02 01 a 04
161 FGL20190313_HO03 01 a 04
Experimento 1
173 FGL20190313_H04 01 a 04
MIX FGL20190313 HO1 a HO4
149.2
156.2
161.2 Sobrenadantes dos respectivos pogos do Experimento 1
Experimento 2
173.2
MIX.2

3.2. Maceracao

Apobs a marcacdo e identificagdo dos microtubos, os carrapatos foram desinfetados em
alcool iodado por 15 min. Dentro do fluxo laminar, os carrapatos foram lavados com
tampao fosfato salino (PBS) estéril até que todo o alcool iodado fosse removido. Apos, os
carrapatos foram cortados ao meio no sentido longitudinal e metades de cada carrapato
foram inseridas em microtubos de 2 mL contendo 8 esferas de ago de 2,8 mm de didmetro
(Loccus), juntamente com 300 uL. de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM). Os

tubos foram agitados por 3 min em aparelho de disrup¢ao celular (Analog Disruptor Genie
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— Scientific Industries) e, em seguida, centrifugados por 5 min, a 4°C e 10.000 xg. Feito
1sso, um volume de 125 pL do sobrenadante foi utilizado para inoculagdo em cultura de
células Vero, outro volume de 125 uL foi utilizado para extracdo de RNA e o restante do

macerado foi utilizado para extragdo de DNA.

3.3. Inoculag¢io em Cultura Celular

O cultivo celular foi realizado com células Vero (células de rim de macaco verde
africano), que foram expandidas e mantidas com meio DMEM, variando na sua
concentracao de soro fetal bovino (SFB) de 1 a 10%, conforme necessidade. Para cada 10
mL de meio DMEM incompleto, adicionou-se 50 pL de penicilina (5.000 Units/mL), 50
puL de estreptomicina (5.000 pg/mL), 10 uL de gentamicina (10 mg/mL), 100 uL de
HEPES (1IM) e 100 pL de aminoacidos ndo essenciais (Thermo Fisher). Com o
crescimento celular eficiente, as células foram mantidas em garrafas pequenas para
manuten¢do, garrafas médias para congelamento com dimetilsulféxido (DMSO) ou em

placas de seis pogos para a realizagao do inéculo.

Filtrou-se 125 pL de cada sobrenadante do macerado de carrapatos, diretamente no
poco da placa de cultura, utilizando-se de filtros com poros de 0,22 um, totalizando cinco
amostras inoculadas € um pogo como controle negativo. Para a realizacdo do inoculo, as
células ja apresentavam confluéncia entre 50-70%. Adicionou-se também a seringa para
filtragdo, 375 uL de DMEM 2% SFB. Em sequéncia, a placa foi incubada em estufa de
CO; 5% a 37 °C e os inoculos foram observados diariamente. O experimento foi mantido

ao longo de 7 dias.

3.4. Extracao de RNA

Em um novo microtubo, misturou-se 125 pL. do sobrenadante do macerado com 375
pL de Trizol. As amostras foram submetidas a agitacdo em vortéx e, em seguida,
adicionou-se 100 pL de cloroférmio a mistura. O tubo foi agitado 10 vezes por inversao e,
posteriormente, as amostras foram incubadas por 3 min a temperatura ambiente e

centrifugadas a 12.000 xg por 15 min a 4 °C.

A fase aquosa foi transferida para novos tubos e a esta foram adicionados 300 pL de

isopropanol. O tubo foi agitado por inversdo e incubado por 10 min a temperatura
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ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 10 min a 4 °C e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 75%, preparado
com agua tratada com DEPC (dicarbonato de dietila). Apds isso, os tubos foram agitados
por inversdo e as amostras foram centrifugadas a 7.500 xg por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados abertos no interior do fluxo
laminar por 5-10 min para secar o pellet e, apos secagem, o RNA foi dissolvido com 20

uL de 4gua tratada com DEPC. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -80 °C.

3.4.1. Eletroforese

A Extragdo de RNA foi realizada para amostras de carrapatos provenientes da etapa
de maceragdo e, em seguida, armazenou-se as amostras extraidas a -80 °C para

utilizagao em outros projetos.

Realizou-se também a extragdo de RNA das células inoculadas, que foram
tripsinizadas e armazenadas com Trizol ao fim do primeiro e do segundo
experimentos. Para essas amostras, realizou-se eletroforese em gel de agarose 0,8%

coml0 pL de cada amostra para verificar a presenca de RNA ribossomico.

3.5. Extracao de DNA

Ao tubo das esferas, que continha o restante do macerado, foram adicionados 100 puL
de tampao TE modificado (Tris-HCI 10 mM, 0,1 mM EDTA, pH 8) e 450 pL de tampao
GT, protocolo de Chomkzynski (1993) adaptado por Sangioni et al. (2005). As amostras
foram agitadas em vortéx e centrifugadas por 1 min em disruptor. O sobrenadante foi
transferido para novos microtubos. As amostras foram submetidas a agitacdo em vortéx
intercalada com descanso por 2 minutos, e este procedimento foi repetido quatro vezes.
Em seguida, adicionou-se 100 pL de cloroférmio aos tubos, estes foram agitados em
vortéx e, posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 5 min. Apds
centrifugacdo, 400 pL da fase aquosa foram transferidos para novo microtubo e
misturados com 600 pL de isopropanol. As amostras foram incubadas a -20 °C por no
minimo 2 h. Em seguida, foram centrifugadas a 12.000 xg por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, foram adicionados 800 pL de etanol 70% e uma nova

centrifugacao foi realizada a 12.000 xg por 10 min a 4 °C. Apds isso, o sobrenadante foi



descartado, o pellet secou a temperatura ambiente e foi ressuspendido com 40 pL de
tampao TE modificado. Por fim, os tubos foram homogeneizados com leves toques e

incubados a 56 °C por 15 min. Apos a extragdo, as amostras foram congeladas a -20 °C.

3.5.1. PCR e Eletroforese

Com as amostras provenientes da etapa de extragao de DNA, realizou-se a reagao
em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo de um segmento do gene que
codifica o RNA ribossomal 16S, seguida de visualizagdo em gel de agarose. O gene
16S trata-se de um gene bem conservado presente em todos os artropodes, incluindo
os carrapatos, o que justifica sua utilizacao para verificagdo de presenca de DNA de

carrapato nas amostras, confirmando a eficiéncia da extragao.

4. Resultados e Discussoes

4.1. Visualizacao de ECP

Os pocos da cultura de células Vero inoculados com os macerados de carrapatos foram
visualizados e comparados com o controle negativo utilizando-se de um microscopio
EVOS, registrando-se imagens ao longo de uma semana. Com o passar dos dias, apds o
in6culo, as células aderidas e visivelmente delineadas comecaram a apresentar muitas
vesiculas apoptoticas. Esse efeito continuou sendo observado durante os seis dias de
experimento e manutengdo, junto a visualizagdo de efeito citopatico e de desprendimento
das células, indicando morte celular, conforme o esperado baseado no trabalho de

Maruyama et al. (2014).

No controle negativo, também foi possivel verificar morte celular através da
observagdo em microscopio, entretanto, a apresentacao de indicios de apoptose foi tardia
quando comparada aos demais pogos, reforcando a hipotese de morte celular motivada por

condigdes distintas, neste caso, infec¢ao viral nos pogos inoculados.

No sétimo dia apos o inoculo, o sobrenadante de cada pogo foi transferido para
microtubos que foram centrifugados e, posteriormente, tanto o sobrenadante quanto o
sedimento foram armazenados, separadamente, a -80 °C. Ao sedimento contendo as

células mortas, adicionou-se 375 pL de Trizol.



O sobrenadante deste primeiro experimento foi utilizado como um segundo indculo e
0 novo experimento também foi acompanhado ao longo de uma semana, como mostra a
Figura 1. As amostras celulares, ao longo do segundo inéculo, também apresentaram ECP

e resultado semelhante ao observado durante o primeiro indculo.

4.2. Resultados para a Extracio de RNA

Apos a realizagdo da extragao, realizou-se o estudo de RNA ribossdmico nas amostras
contendo células tripsinizadas da placa inoculada e mantidas com Trizol, apos a
finalizacdo do primeiro e do segundo in6culo. Foi possivel observar os RNAs

ribossdmicos somente de duas amostras: 161.2 e MIX, como mostra a Figura 2.

4.3. Resultados para a Extracdo de DNA

Utilizaram-se dois controles previamente conhecidos como positivos para o gene 16S.
Como observado na Figura 3, através da eletroforese em gel de agarose, a PCR realizada

mostrou resultados positivos para as cinco amostras estudadas.
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Figura 1. Amostras 149.2, 156.2, 161.2, 173.2, MIX.2 e C-, provenientes do Experimento 2, realizado
com inoculagdo do sobrenadante da cultura de células do primeiro experimento. As imagens foram
registradas utilizando-se de microscopio EVOS e aumento de 40x, uma semana apos a realizagdo do
inoculo.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose com amostras de RNA de células inoculadas com
macerados de carrapatos ou com sobrenadante da cultura de células do primeiro experimento. As
setas indicam a presenga de RNA ribossémico nas amostras 161.2 ¢ MIX.

MW 01 02 03 04 05 CP CP CN

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose com produtos de PCR para o gene 16S utilizando as
amostras de DNA extraidas de macerados de carrapatos. As canaletas 01, 02, 03, 04, 05, CP, CN
representam, respectivamente, produtos de PCR com as amostras 149, 156, 161, 173, MIX, Controles
Positivos (dois), e Controle Negativo. MW: marcador molecular 1Kb. O tamanho esperado do
amplicon era de 401 pb.
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5. Conclusoes

Através da inoculacdo de macerados de carrapatos em cultura de células, foi possivel
observar efeitos citopaticos no cultivo, causados por possivel infeccao por MGTV. No
entanto, a presenga especifica do MGTV nas amostras ocorrerd em projetos paralelos,
onde a pesquisa ocorre através da aplicacdo da técnica de RT-PCR. Apesar de pequena
quantidade, foi possivel observar RNA extraido das células inoculadas e, como amostras
de RNA dos macerados dos carrapatos foram extraidas paralelamente, a detec¢do do RNA
do MGTYV por RT-PCR podera ser feita com tais amostras. Com relacdo as amostras de
DNA obtidas, como se apresentaram com qualidade para detec¢do molecular, essas
amostras poderdo ser utilizadas para detecgdo de outros microrganismos também

transmitidos por carrapatos.

Desta forma, foi possivel otimizar um protocolo para utilizagdo de amostras de
carrapatos tanto em cultura de células quanto em testes biomoleculares. O manejo das
amostras estudadas mostrou-se eficiente, garantindo a qualidade das mesmas e o sucesso

dos experimentos conseguintes.
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