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RESUMO GERAL 

 

Os lentivírus de pequenos ruminantes, vírus da artrite encefalite caprina e vírus 

maedi visna, pertencem a família Retroviridae. São relacionados genética e 

antigenicamente, causam doenças crônicas e progressivas, levando a perdas produtivas e 

econômicas. A transmissão interespécie desses vírus pode ser preocupante devido a 

recombinação genética desses lentívirus. O estudo da proteômica desses vírus torna-se 

necessário para o conhecimento da função dos genes. A análise proteômica sorológica 

(SERPA) associada a espectrometria de massas (EM), dentre muitas possibilidades, 

permite o conhecimento de proteínas de valor diagnóstico. Com isso objetivou-se 

delinear o perfil proteíco-imunogênico bidimensional de lentivírus de pequenos 

ruminantes caracterizando proteínas detentoras de alto valor diagnóstico do antígeno 

dos lentivírus de pequenos ruminantes. Primeiramente realizou-se explant de células de 

membrana sinovial caprina e posteriormente, com o subcultivo das células, a produção 

do antígeno de três cepas virais MVV K1514, CAEV Cork e LVC-CE. Essas amostras 

foram submetidas à eletroforese bidimensional e western blot. Proteínas imunorreativas 

foram escolhidas para o sequenciamento através de espectrometria de massas. Como o 

resultado elaborou-se o perfil proteíco-imunogênico bidimensional das cepas de LVPR, 

inclusive da cepa viral do estado do Ceará (LVC-CE), dados inéditos para o país. Seis 

proteínas tiveram sequencias homologas compatíveis com proteínas de CAEV e MVV, 

referentes às proteínas p28, p19 e p15. Demonstrou-se a similaridade da resposta imune 

entre as cepas estudadas. A técnica SERPA associada à EM permitiu a identificação e 

caracterização peptídica das proteínas imunogênicas das cepas padrão CAEV Cork e 

MVV K1514, e da amostra de LVPR nativa do estado do Ceará. 

 

 

 

Palavras – chave: LVPR, SERPA, espectrometria de massas. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

The small ruminant lentiviruses (SRLV), the caprine arthritis encephalitis virus 

and maedi visna virus belong to Retroviridae family. They are related genetically and 

antigenically, and induce chronic and progressive disease which leads to productive and 

economic losses. The interspecific transmission is worrying due to the genetic 

recombination of these viruses. The proteomic study is necessary in order to know the 

genes function. Serological proteome analysis (SERPA) in association with mass 

spectrometry, besides others possibilities, allow knowing high-value proteins for 

diagnosis. The aim of this study was to determine the two-dimensional protein-

immunogenic profile and characterize the high-value proteins for diagnostic of different 

strains of SRLV. Initially, goat synovial membrane cells were explanted and 

subculture for antigen production of three viral strains CAEV Cork, MVV K1514 and 

LVC-CE. These samples were submitted to two-dimensional electrophoresis and 

western blot. Immunoreactive proteins were chosen in order to be sequenced by mass 

spectrometry. The results showed two-dimensional protein-immunogenic profile of the 

SRLV strains. Six proteins had homologous sequences compatible 

to protein CAEV and MVV, related to protein p28 and p15. The SERPA in association 

with mass spectrometry allowed the immunogenic protein identification and peptide 

characterization of the two standard strains, CAEV Cork and MVV K1514, and also the 

national one isolated in Ceará state. 

   

 

 

Keywords: SRLV, SERPA, mass spectrometry. 
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

  

As lentiviroses de pequenos ruminantes, Artrite Encefalite Caprina e Maedi-

Visna, apresentam quatro formas clínicas principais: articular, respiratória, mamária e 

neurológica, além de causar emagrecimento progressivo que determinam perdas 

econômicas significativas (PINHEIRO et al., 2012).  

Os prejuízos diretos causados por estas enfermidades são: diminuição da vida 

produtiva e da produção leiteira dos animais; redução na duração do período de 

lactação; predisposição para a ocorrência de infecções bacterianas, especialmente na 

glândula mamária; crescimento deficiente ou aumento da mortalidade das crias e 

diminuição da eficiência reprodutiva. A CAE pode promover, também, a redução dos 

níveis de gordura e de proteína do leite de cabras infectadas (CARNEIRO, 2011; 

MARTINEZ-NAVALON et al., 2013). Carneiro (2011) constatou, ainda, que esta 

enfermidade predispõe os animais à verminose gastrintestinal por Haemonchus spp. As 

perdas indiretas referem-se à desvalorização dos rebanhos, reposição precoce dos 

animais que desenvolvem sintomas, despesas com o controle e pelas barreiras sanitárias 

para matrizes, reprodutores, sêmen e embriões (ANDRIOLI et al., 2006). 

Para a identificação dos animais infectados, os testes sorológicos são os mais 

utilizados. A prova de IDGA é um dos testes recomendados pela Organização Mundial 

de Saúde Animal (OIE), pois apresenta resultados rápidos e um menor custo para 

execução. Porém, é um exame pouco sensível, já que não detecta baixo título de 

anticorpos no soro, facilitando a permanência de animais falso-negativos no rebanho 

(PINHEIRO et al., 2006; PINHEIRO et al., 2009). Dentre os outros testes sorológicos, o 

western blot demonstrou ser sensível, pois pode detectar anticorpos numa diluição de 

até 128 vezes maior que o IDGA e 16 vezes maior que o ELISA indireto (PINHEIRO et 

al., 2012). Sendo assim, trata-se de um teste de eleição para detectar níveis baixos de 

anticorpos.  

O estudo da proteômica é necessário para conhecer o funcionamento dos genes 

por meio da sua expressão proteica (PANDEY e MANN, 2000). As técnicas 

proteômicas muitas vezes estão aliadas às técnicas imunológicas a fim de se obter uma 

acurácia maior no estabelecimento de perfis proteico-imunogênicos. Dentre as 

metodologias disponíveis, evidencia-se a análise proteômica sorológica (serological 

proteome analysis – SERPA) associada à espectrometria de massas. Esta ferramenta é 
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eficaz para identificar proteínas de alto valor diagnóstico ou que conferem imunidade 

protetora (SEYFFERT et al., 2011).  

Portanto, a detecção precoce de animais infectados, visando retirar ou isolar do 

rebanho animais portadores da doença, requer melhoria da sensibilidade dos testes de 

imunodiagnóstico. Com isto, torna-se cada vez mais necessário, conhecer a biologia 

molecular desses vírus tendo em vista a caracterização das regiões imunogênicas das 

proteínas envolvidas.  
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1. LENTIVÍRUS DE PEQUENOS RUMINANTES 

 

O vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) e o vírus Maedi Visna (MVV) são 

comumente chamados de lentívirus de pequenos ruminantes (LVPR). Antes eram 

considerados espécie-específicos, com CAEV infectando caprinos e MVV, ovinos. 

Porém já demonstrou-se quebra da barreira interespécie desses vírus (SOUZA et al., 

2012).  

A infecção pelos LVPR tem caráter crônico e multissistêmico levando a 

debilidade e até a morte do animal. Essas doenças geram perdas produtivas e 

econômicas, desde a queda da produção leiteira a barreiras sanitárias (CALLADO et al., 

2001; PINHEIRO et al., 2004; BRITO, 2009) e não há terapêutica eficaz ou vacina que 

inativem o vírus. Portanto, a medida mais eficaz de combater estes agentes é identificar 

os animais infectados rapidamente e adotar medidas profiláticas (STACHISSINI et al., 

2007). 

 

1.1 Classificação dos LVPR 

De acordo com o comitê Internacional de Taxonomia Viral (International 

Comittee of Viral Taxonomy – ICTV), os lentivírus de pequenos ruminantes estão 

inseridos na família Retroviridae, sub-família Orthoretrovirinae, gênero Lentivírus.  

Nesta mesma família estão listados outros vírus de importância na medicina humana, 

como o vírus da Imunodeficiência humana (HIV), e de importância veterinária como os 

listados na tabela 1. 
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Tabela 1 – Vírus da família Retroviridae de importância em medicina veterinária. 

 

Subfamília Gênero Espécie viral 

 Alpharetrovírus Vírus da leucose aviária (ALV) 

 Betaretrovírus Jaagsiekte (JSRV; adenocarcinoma ovino) 

 Gamaretrovírus Vírus da leucemia felina (FeLV) 

 Deltaretrovírus Vírus da leucose bovina (BLV) 

Orthoretrovirinae Epsilonretrovírus Nenhum associado à doença animal 

  Vírus da imunodeficiência bovina (BIV) 

  Vírus da anemia infecciosa equina (EIAV) 

 Lentivírus Vírus da imunodeficiência felina (FIV) 

  Vírus da artrite encefalite caprina (CAEV) 

  Vírus Maedi Visna dos avinos (MVV) 

Spumaretrovirinae Spumavírus Nenhum associado a doença animal 

Fonte: FLORES, 2007. 

 

 

Os LVPR são classificados em cinco grupos A-E (Tabela 2). Sendo o grupo A 

dividido ainda em 15 subtipos A1-A15 e o grupo B, com três subtipos sendo eles o B1, 

B2 e B3. Os grupos C e D são representados por poucos isolados e o genótipo E, o qual, 

inclui os subtipos E1 e E2 (SHAH et al., 2004; GREGO et al., 2007; GJERSET et al., 

2007; PISONI et al., 2010; REINA et al., 2010; BERTOLOTTI et al., 2011; 

GIAMMARIOLI et al., 2011; FRAS et al., 2013; KUHAR et al., 2013). 
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Tabela 2 – Classificação taxonômica dos lentivírus de pequenos ruminantes. 

Grupos Subtipos Espécies Referências 

 A1 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) e Grego et al. (2007) 

 A2 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) e Fras et al. (2013) 

 A3 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) 

 A4 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) 

 A5 Caprinos Shah et al. (2004) 

 A6 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) 

A A7 Caprinos Shah et al. (2004) 

 A8 Caprinos Grego et al. (2007) 

 A9 Caprinos e ovinos Grego et al. (2007) 

 A10 Caprinos e ovinos Pisoni et al. (2010) 

 A11 Caprinos e ovinos Giammarioli et al. (2011) 

 A12 Caprinos e ovinos Olech et al. (2012) 

 A13 Caprinos e ovinos Olech et al. (2012) 

 A14 Caprinos Kuhar et al. (2013) 

 A15 Ovinos Kuhar et al. (2013) 

 B1 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) e Pisoni et al. (2005) 

B B2 Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) 

 B3 Caprinos e ovinos Bertolotti et al. (2011) e Giammarioli et al. (2011) 

C - Caprinos e ovinos Shah et al. (2004) e Gjerset et al. (2007) 

D - Caprinos  Shah et al. (2004) 

E E1 Caprinos Grego et al. (2007) e Reina et al. (2010) 

 E2 Caprinos Grego et al. (2007) e Reina et al. (2010) 

Fonte: SOUZA, 2014.  

 

 

1.2 Estrutura e genoma dos lentivírus 

Os lentivírus de pequenos ruminantes são vírions envelopados que medem de 80 a 

100nm. Apresentam núcleo cônico e denso formado pela junção de cópias múltiplas de 

proteína do capsídeo (CA). Possuem duas moléculas idênticas de RNA de fita simples, 

não complementares. Os vírions dos retrovírus são liberados pelas células infectadas 

ainda imaturos. A maturação ocorre apenas no meio extracelular através da clivagem 
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dos precursores proteicos. Essa alteração e o rearranjo estrutural decorrente pode 

resultar na mudança da aparência dos vírions, observada sob microscopia eletrônica 

(Figura 1) (GONDA et al., 1986; GONDA, 1994; FLORES, 2007). 

 

Figura 1 – Representação esquemática da estrutura dos Lentivírus - A esquerda 

representação do vírion imaturo, estrutura pleomórfica e a direita o vírion 

maturado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: viralzone.expasy.org/all_by_species/264.html (2014). 

 

 

Em geral o genoma dos vírus que compõem a família Retroviridae contém três 

genes principais: gag, pol e env. As proteínas geradas por esses genes são precursoras 

que posteriormente são clivadas em proteínas individuais. O gene gag codifica as 

proteínas da matriz (MA): a núcleo proteína (NC) e o CA. O gene pol codifica enzimas 

que desempenham funções catalíticas durante a replicação: a protease (PR), a 

transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN). O gene env codifica proteínas do envelope 

viral: transmembrana (TM) e de superfície (SU). Além de genes estruturais há também 

genes acessórios ou auxiliares que os tornam retrovírus complexos, tais como os genes 

tat, rev e vif (CLEMENTS e PAYNE, 1994; FLORES, 2007; PEPIN et al., 1998). 

Observa-se, ainda, duas regiões terminais não-codificantes (Figura 2), altamente 

conservadas (“long terminal repeats” ou “LTRs”) (ZANONI et al., 1992). 
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Figura 2 – Estrutura genômica dos lentivírus de pequenos ruminantes (CLEMENTS & 

ZINK, 1996). 

.  

 

 

 

 

  

1.3 Proteínas dos LVPR 

As proteínas do gene gag são originadas pelo precursor pr55KDa, o qual origina o 

precursor de curta duração pr47KDa, que gera, por sua vez as proteínas do capsídeo 

(p28), da matrix (p19) e do nucleocapsideo (p16). As proteínas do gene env são 

originadas de uma glicosilação traducional do precursor pr90KDa, o qual da origem ao 

precursor pr150KDa, que através de um processo de clivagem gera às glicoproteínas de 

superfície gp135 e a transmembrânica (gp45) (CHEEVERS et al., 1988).  

As enzimas utilizadas na replicação viral são codificadas pelo gene pol sendo que 

a protease é responsável pela clivagem dos produtos dos genes gag e pol. A 

transcriptase reversa é responsável pela transcrição do RNA genômico em DNA fita 

dupla e a integrase coordena a integração do DNA viral ao genoma da célula hospedeira 

(TAVARES & PEREIRA, 1999).  

Os principais determinantes antigênicos dos lentivírus são as proteínas gp 135, 

gp45 e p28. Entretanto, as proteínas p16 e p19, geradas pelo gene gag, também foram 

reportadas como antigênicas. Alguns estudos sugerem a semelhança antigênica dos 

lentivírus, enfatizando a similaridade entre CAEV e MVV e sua capacidade de infectar 

interespécie caprinos e ovinos (KWANG e CUTLIP, 1992; TORFASON et al., 1992; 

ARAGÃO et al., 2008; AZEVEDO et al., 2012; SOUZA, 2014). 

Desde 1985, Ruby e seus colaboradores realizaram estudos afirmando a 

correlação de resposta imune cruzada entre o vírus MVV e CAEV, envolvendo todas as 

principais proteínas e glicoproteínas associadas aos vírions. Nesse estudo eles 

demonstraram que cepas de lentivírus possuem em sua composição principal oito 

proteínas estruturais relativas aos pesos moleculares de 135KDa, 92KDa, 70KDa, 

45KDa, 28KDa, 19KDa, 16KDa e 14KDa. Rosati et al, (1995) reportaram que a 
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proteína transmembrana (gp45) melhora a validade do diagnóstico, pois trata-se de um 

importante marcador imunológico de infecção por CAEV.  

Em estudo com anticorpos monoclonais Brandão et al., (2013) demonstraram a 

marcação em WB para as proteínas, p55 (precursor), p44, p36, p28 e p22. A marcação 

para tais proteínas variou de acordo com o tratamento realizado sob o antígeno. Todos 

os anticorpos monoclonais foram reativos a p28 em todos os tratamentos, demonstrando 

a predileção da resposta imune contra proteína p28. Estes autores também verificaram 

um epítopo linear para p28, pois a proteína manteve sua atividade após o tratamento 

com SDS, o qual age na separação das cadeias polipeptídicas, enquanto que as resposta 

aos precursores p55 e p44 foi alterada, ou seja, a desnaturação modificou a estrutura do 

epítopo.   

 

1.4 Tropismo e infectividade viral 

Os monócitos/macrófagos são as células alvo da infecção pelo lentivírus de 

pequenos ruminantes (NARAYAN et al., 1982). Segundo Gendelman et al., (1986), a 

infecção nas células depende da presença de receptores para o vírus. Verificaram, 

também, que poucos monócitos têm estes receptores, entretanto estes aumentam após 

sua maturação. Isto explica a influencia na replicação dos vírus, pois a expressão de 

vírus infecioso ocorre apenas nos macrófagos (NARAYAN et al., 1983; GENDELMAN 

et al., 1986).  

Os LVPR podem estar presentes em uma grande quantidade de tecidos e fluidos 

infectados, mesmo que não seja o tecido de preferência para a replicação viral. Esses 

vírus foram identificados direta ou indiretamente em tecido de terceira pálpebra 

(CAPPUCHIO et al., 2003), células epiteliais do oviduto de cabras (LAMARA et al., 

2002), tecido uterino (FIENI et al., 2003), glândula mamária (LERONDELLE et al., 

1999) e pulmão (ARAÚJO, 2004). Foi identificado também na região cerebral em 

macrófagos, células microgliais, astrócitos e oligodentrócitos, plexo coroide, neurônios 

(SANNA et al., 1999), em células estromais de medula óssea (fibrócitos, células 

endoteliais e adipócitos) (GROSSI et al., 2005). Também houve identificação em 

fluidos corporais como sangue, colostro e leite (LARA et al., 2003), no líquido 

cefalorraquidiano (SIDER et al., 2010), no fluido uterino e no sêmen (ANDRIOLI, 

2001; ANDRIOLI et al., 2006).  
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Observou-se replicação produtiva dos LVPR in vitro, em fibroblastos de 

membrana sinovial, membrana nictitante e plexo coroide caprino (ABREU et al., 1998; 

PINHEIRO et al., 2005; PINHEIRO et al., 2012a; ARAÚJO, 2014).  Como também em 

células epiteliais de córnea caprina (OLIVEIRA et al., 2008) e células endoteliais 

vasculares (JAN et al., 2000). 

 

1.5 Transmissão 

A transmissão viral ocorre por meio de secreções ou excreções ricas em células do 

sistema monocítico-fagocitário, em especial macrófagos. Para o MVV a transmissão via 

aerossóis é muito importante, pois a principal forma clínica da doença é a pulmonar 

(DAWSON, 1987; MOOJEN, 2001). Quanto ao CAEV a principal via de transmissão é 

a digestiva, através da ingestão do leite e/ou colostro infectados. Além das vias de 

transmissão citadas, pode ocorrer ainda para ambos, por contato direto; pelo refluxo de 

leite contaminado em máquinas de ordenha desreguladas; por mãos, toalhas, agulhas, 

tatuadores, equipamento de descorna contaminados (ROWE & EAST, 1997) e pela 

inseminação artificial (SOUZA et al., 2013). A transmissão intrauterina também é uma 

possibilidade (RODRIGUES, 2012).  

A transmissão interespécie dos LVPR ocorre, principalmente, através do contato 

de ovinos e caprinos infectados e também pela ingestão de colostro e leite de cabras 

infectadas (SOUZA, 2014).  

 

1.6 Controle e diagnóstico 

Tendo em vista a dificuldade da erradicação da doença, bem como a produção de 

uma vacina, algumas medidas de controle para as lentiviroses são adotadas, tais como: 

separação imediata das crias após o nascimento impedindo o contato com as mães; 

administração de colostro termizado ou de bovino; realização de testes de diagnóstico 

em intervalos regulares e separação ou sacrifício dos animais positivos; realização de 

quarentena dos animais introduzidos no rebanho; adoção de linha de ordenha; controle 

da monta dos reprodutores positivos; utilização de materiais cirúrgicos, seringas, 

agulhas e tatuadores estéreis (PINHEIRO et al., 1989; CALLADO et al., 2001; SOUZA 

et al., 2012). 

Para diagnosticar a presença dos LVPR em rebanhos, pode-se executar 

métodos de detecção direta como: o isolamento viral em cultivo celular, microscopia 
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eletrônica, hibridização in situ e testes com reação em cadeia de polimerase (PCR); e 

métodos indiretos por meio de testes sorológicos. Dentre as técnicas indiretas, as 

principais para o diagnóstico das LVPR são a imunodifusão em gel de agar (IDGA), a 

reação de imunofluorescência indireta (RIFI), a imunohistoquímica, e os ensaios 

imunoenzimáticos: ELISA, dot-blot e western blot (WB).  

Um estudo realizado por Pinheiro et al., (2012b) classificou o nível de 

sensibilidade dos testes de IDGA, ELISA e WB, através da diluição seriada de soro 

positivo para LVPR. O IDGA apresentou linha de precipitação somente até a diluição 

1/8. No ELISA, resultados positivos foram alcançados até a diluição 1/64, enquanto no 

WB, verificou-se que até a diluição 1/1024 apresentou positividade. Esses dados 

demonstram que o WB possui a capacidade de detectar anticorpos numa diluição de até 

128 vezes maior que o IDGA e 16 vezes maior que o ELISA. 

Muitas das técnicas indiretas, principalmente os ensaios imunoenzimáticos e o 

IDGA dependem diretamente da qualidade do antígeno. Segundo Knowles (1997), 

diversos testes de ELISA foram desenvolvidos para a detecção de anticorpos para 

LVPR, nos quais foram estudados tanto antígenos nativos como recombinantes.  Adams 

e Gorham (1986) avaliando dois antígenos de CAEV, gp135 e p28, para detecção de 

anticorpos para este agente através de um teste de IDGA, concluíram que o antígeno gp 

135 detecta maior número de caprinos infectados do que o antígeno p28, ainda que 

alguns animais desenvolvam resposta anti-p28 na ausência de resposta anti-gp 135.  

 

 

2 PROTEÔMICA  

 

Entende-se por proteômica o estudo em larga escala de proteínas usadas para 

compreender a função dos genes. A existência de sequencias completas de genomas não 

é suficiente para entender a função biológica, sendo assim a proteômica é complementar 

à genômica. A regulação de proteínas por proteólise, em nível de compartimentos 

celulares, afeta o produto dos genes. As modificações pós-traducionais, as interações 

proteína-proteína e a composição de organelas celulares, por exemplo, só podem ser 

identificadas por métodos proteômicos. Apesar de qualquer dificuldade, a proteômica é 

uma ferramenta para conhecer o funcionamento dos genes analisando o produto final do 

genoma (PANDEY & MANN, 2000). 
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A proteômica na ciência animal pode ser usada para examinar as interações entre 

patógenos - hospedeiro, identificar as principais proteínas bacterianas, progressão de 

doenças, recuperação de enfermidades e elucidar a resposta do animal ao estresse. Além 

disto, pode comparar proteínas de animais doentes com as de indivíduos saudáveis, 

onde estas, por conseguinte, apresentam-se como alvo para testes de diagnóstico, novos 

tratamentos e descoberta de biomarcadores (LIPPOLIS & REINHARDT, 2008). 

A imunoproteômica pode ser definida como a combinação de metodologias 

proteômicas associadas a técnicas imunológicas. Seu desenvolvimento é vital em uma 

época em que torna-se cada vez mais urgente identificar, com precisão e rapidez, 

doenças ou antígenos alvos de patógenos, para o desenvolvimento de novos 

medicamentos e/ou vacinas (STEEL et al., 2005). Entre as atuais técnicas proteômicas 

disponíveis, a eletroforese bidimensional (2-D) tem sido muitas vezes escolhida, 

combinada com o western blot, em aplicações de immunoproteomica (KLADE, 2002). 

Segundo FALISSE-POIRRIER et al., (2006), esta combinação multidimensional com 

imuno-dectecção foi chamada análise proteômica sorológica (serological proteome 

analysis - SERPA).  

A técnica SERPA associada ao sequenciamento das proteínas por espectrometria 

de massas é uma estratégia importante, pois possibilita identificar proteínas que 

induzem imunidade protetora ou que desencadeiam respostas imunológicas com valor 

diagnóstico (SEYFFERT et al., 2011). Como exemplo da robustez da técnica, cita-se a 

identificação de novos candidatos de autoantígenos/autoanticorpos na diabetes tipo 1 

(MASSA et al., 2013).  

 

1.1 Eletroforese Bidimensional (2D) 

A eletroforese bidimensional permite a determinação simultânea de dois 

parâmetros proteicos: a massa molecular e o ponto isoelétrico (pI). Na primeira 

dimensão as proteínas são divididas pelo seu pI com a focalização isoelétrica. 

Posteriormente (segunda dimensão), as proteínas são divididas pela massa molecular, 

sob a ação de corrente elétrica (O’FARREL, 1975). A Eletroforese 2D permite a 

separação de um grande número de proteínas, de amostras complexas, em alta 

resolução, além de comportar o estudo de produtos gênicos através da comparação de 

perfis proteicos (ROCHA et al., 2005). 
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A eletroforese 2D possui algumas limitações, pois nota-se a ausência da detecção 

de algumas proteínas, como as hidrofóbicas e/ou alcalinas, proteínas de pesos 

moleculares muito baixo ou muito alto, além de proteínas expressas em baixas 

quantidades, que não são detectadas pelos métodos convencionais de coloração como o 

Azul de Coomassie (ROCHA et al., 2005; RABILLOUD et al., 2010). 

Para a análise dos géis nos softwares, estes são submetidos à coloração. Dois 

métodos são comumente utilizados, a coloração com azul de Coomassie e nitrato de 

prata. A coloração com azul de Coomassie tornou-se um padrão de referência, pois 

apesar de moderada sensibilidade, essa coloração possui uma excelente compatibilidade 

com a espectrometria de massas (EM). Já a coloração de prata por mais que seja 

sensível sua compatibilidade com a EM é problemática. Esse fator ocorre devido ao uso 

de formaldeído (RABILLOUD & LELONG, 2011). 

 

2.2 Espectrometria de massas (EM) 

A espectrometria de massas é uma técnica microanalítica a qual é utilizada para 

obter informações sobre estrutura de uma amostra, como também do peso molecular. 

Permite ainda conhecer, a composição elementar de amostras; a estrutura molecular; a 

composição qualitativa e quantitativa de misturas complexas. Toda a informação obtida 

a patir de um espectrometro de massa decorre através da análise de íons livres em fase 

gasosa (GLISH & VACHET, 2003). 

Existem diversos tipos de espectrômetros de massas que podem ser utilizados nos 

estudos com proteômica, cada um apresentando uma ligeira diferença na forma de 

identificação. Mesmo com diferentes formas, o processo básico para identificar 

proteínas usando um espectrômetro de massas é coerente entre vários tipos (LIPPOLIS 

& REINHARDT, 2008). Basicamente, existem três componentes principais de um 

espectrômetro de massa: uma fonte de ionização, um analisador de massas e um 

detector. 

Dos métodos de ionização tem-se dois principais a: ionização por electrospray 

(ESI) e de ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI). A técnica 

Electrospray baseia-se na formação de um aerossol eletrostático gerando gotículas 

carregadas das quais são liberados íons (MORAES & LAGO, 2003). A ESI possui 

atributos que permite a aplicação em diversos estudos, como por exemplo, a ionização 

de complexos multimoleculares. Diferentemente da ESI onde os íons são produzidos de 
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forma contínua, os íons na MALDI são produzidos por pulsos de irradiação a laser. A 

amostra é co-cristalizada com uma matriz sólida que pode absorver o comprimento de 

onda da luz emitida pelo laser. (GLISH & VACHET, 2003). 

Após a ionização da amostra os íons seguem para o analisador os quais 

geralmente levam em consideração a aceleração dos íons e com isso a separação ocorre 

de acordo com a relação massa-carga. Algumas técnicas de espectrometria ao invés de 

utilizar apenas um analisador de massas utilizam dois estágios, ou seja, acopla dois tipos 

de analisadores (EM-EM), (Figura 3). Esta técnica vem sendo bastante utilizada na 

detecção de compostos em baixas concentrações em matrizes complexas, pois 

possibilita um aumento na detectabilidade, diminui a interferência de composto da 

matriz no espectro e aumenta as informações estruturais que podem ser obtidas 

(CHIARADIA et al., 2008). 

 

Figura 3 – Representação gráfica de um analisador de massas Q-TOF (LIPPOLIS & 

REINHARDT, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Após serem separados pelo analisador os íons são recebidos pelo detector, o qual 

amplifica e detecta a corrente de íons transformando em corrente elétrica. Essa corrente 

é processada e armazenada em um computador gerando os espectros de massa 

(AZEVEDO, 2004). 
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RESUMO 

 

O objetivo deste estudo foi delinear o perfil proteico-imunogênico bidimensional, 

bem como caracterizar proteínas detentoras de alto valor diagnóstico de diferentes cepas 

dos lentívirus de pequenos ruminantes (LVPR). Para tanto, foram cultivadas células de 

membrana sinovial caprina e posterior produção de antígeno com três cepas virais de 

LVPR, duas padrões, CAEV Cork e MVV K1514, e uma cepa nacional, isolada do 

estado do Ceará, LVC-CE. As cepas virais purificadas foram submetidas a eletroforese 

bidimensional, em duplicata. Posteriormente foram reidratadas 12 strips de 13cm cada, 

calibradas com pH de três a dez. As amostras virais foram colocadas em strips e então 

submetidas a focalização isoelétrica durante cerca de seis horas. Após, foi realizada 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) para a separação por peso 

molecular das proteínas inicialmente divididas por ponto isoelétrico. Finalmente, os géis 

foram corados com azul de Coomassie e transferidos passivamente para uma membrana 

de nitrocelulose a fim de realizar o western blot (WB). O WB foi realizado com diluição 

do soro padrão positivo de 1:50. De acordo com o resultado do WB, foram selecionados 

spots nos géis corados para o sequenciamento por espectrometria de massas. Os géis 

foram analisados no software ImageMaster
TM

 2D Platinum 7.0. Em seguida, foi 

realizada uma análise de bioinformática com os dados gerados pelo espectrômetro para 

poder identificar as proteínas compatíveis com proteínas virais e elucidar sobre tais 

resultados. Os géis apresentaram-se reprodutíveis, demonstrando spots com pesos 

moleculares referentes as proteínas imunogênicas dos vírus, possivelmente p28, p19 e 

p15. Foram imunorreativos vários spots para as três amostras virais. Identificou-se no 

total seis proteínas por espectrometria compatíveis com os LVPR, três para CAEV 

Cork, duas para LVC-CE e uma para MVV K1514. As principais regiões sequenciadas 

foram comprovadamente relacionadas a p28 e uma proteína relacionada a p15 da 

amostra CAEV Cork. Essas regiões demonstraram semelhança para as três amostras, 

evidenciando similaridade da resposta imune das diferentes cepas. A proteína p28 foi a 

detentora de maior valor para o diagnóstico de LVPR. As sequencias provenientes da 

cepa viral nacional LVC-CE foi bastante similar as cepas padrão e também foi 

compatível com a sequência do gene gag já publicada para isolados do estado do Ceará. 

Pode-se identificar regiões compatíveis com epítopos das proteínas p28 e p15. Através 

da técnica de análise proteômica sorológica associada à espectrometria de massas foi 

possível a caracterização de proteínas imunogênicas do gene gag dos LVPR. 

 

Palavras – chave: LVPR, SERPA, espectrometria de massas, proteínas, diagnóstico. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to determine the two-dimensional protein-immunogenic 

profile and characterize the high-value diagnostic epitopes from different strains of 

Small ruminant lentiviruses (LVPR). For this, goat synovial membrane cells were 

grown and inoculated with three viral strains, two standard strains, CAEV Cork and 

MVV K1514, and the one national strain, isolated in Ceará state, for antigen production. 

The purified viral strain was resolved by two-dimensional electrophoresis, in duplicate. 

The viral samples were rehydrated in 12 strips, 13cm each, pH 3 – 10 and then the strips 

were submitted to isoelectric focusing for six hours. The electrophoresis was performed 

in 12.5% polyacrylamide gel (SDS-PAGE) for molecular weight separation. Gels were 

stained with Coomassie blue and passively transferred to nitrocellulose membrane.  The 

Western blot was carried out with positive standard serum dilution of 1:50. 

Immunoreactive protein spots were assayed by mass spectrometry. Gels were analyzed 

by software ImageMaster
TM

 2D Platinum 7.0. Bioinformatics analyses were performed 

with the data generated by the spectrometer in order to identify viral proteins and 

elucidate these results. The gels in duplicate were reproducible, showing spots with 

molecular weight of the viral immunogenic protein probably around p28, p19 e p15. 

Several spots were immunoreactive to three viral samples. Six proteins were identified 

by mass spectrometry, compatibles with LVPR, three for CAEV Cork, two for LVC-CE 

and one for MVV K1514. The main sequenced regions were related to p28 and one 

protein related to p15 of the CAEV Cork sample. These regions showed similarity 

between the different strains. Using the proteomic analysis associated to spectrometry it 

was possible to characterize the epitopes of proteins p28 and p15, and in consequence 

the main immunogenic peptides.  The protein p28 has high-value for SRLV diagnosis. 

 

 

Keywords: SRLV, SERPA, mass spectrometry, protein, diagnosis.  
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INTRODUÇÃO 

 

O vírus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) e o vírus Maedi Visna (MVV) são 

comumente chamados de lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR). Esses vírus 

pertencentes à família Retroviridae, estão relacionados genética e antigenicamente, e 

causam doenças crônicas e progressivas em caprinos e ovinos, levando a perdas 

produtivas e econômicas (CALLADO et al., 2001; CARNEIRO et al., 2013). 

A transmissão interespécie dos vírus pode ser preocupante devido à possibilidade 

de recombinação entre amostras ovinas e caprinas, cujas consequências são 

desconhecidas (SOUZA et al., 2012), tornando-se necessário cada vez mais o estudo 

molecular desses vírus a fim de entender como eles se comportam, para buscar medidas 

efetivas de controle das doenças.  

A proteômica tem papel fundamental neste cenário, visto que através dela estuda-

se a dinâmica da expressão gênica. Estudar o produto final dos genes torna-se 

necessário, pois após a tradução, as proteínas podem sofrer diversas alterações em suas 

estruturas. Dentro desse universo, a imunoproteômica vem acrescentar conhecimento, 

agregando técnicas de proteômica à imunologia, identificando, por exemplo, antígenos 

alvos ou biomarcadores de doenças (STEEL et al., 2005; LIPPOLIS & REINHARDT, 

2008).    

A análise proteômica sorológica (serological proteome analysis - SERPA) é um 

método que une a eletroforese bidimensional (2D) com uma análise por western blot 

(WB) a fim de diferenciar proteínas imunorreativas, ou seja, buscar uma efetiva 

caracterização de antígenos, determinando um perfil imunoproteico (FALISSE-

POIRRIER et al., 2006). A SERPA associada ao sequenciamento das proteínas por 

espectrometria de massas é uma estratégia útil que possibilita identificar proteínas que 

induzem imunidade protetora ou que desencadeiam respostas imunológicas com alto 

valor diagnóstico (SEYFFERT et al., 2011). Com isso, objetivou-se delinear o perfil 

proteico-imunogênico caracterizando proteínas de antígenos de lentivírus de pequenos 

ruminantes detentoras de alto valor diagnóstico. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Cultura de células 

Foram cultivadas células de membrana sinovial caprina (MSC), obtidas de 

caprino negativo para LVPR testados por western blot (WB) e pela reação em cadeia de 

polimerase (PCR). Os explants foram embebidos em Meio Essencial Mínimo (MEM) e 

transferidos para garrafas de 25 cm
2
 (A25), as quais foram incubadas em estufa a 37 °C 

com atmosfera de 5% de CO2, por até 30 minutos para adesão dos explants na garrafa. 

Depois foi acrescido 5 mL de MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB), 2% de penicilina e estreptomicina  e 1% de anfotericina B em cada A25 e 

recolocadas na estufa nas mesmas condições anteriormente citadas. As culturas de 

explants foram cultivadas até a obtenção de 100% de confluência da monocamada 

celular. Por conseguinte, as células foram subcultivadas por tripsinização (PINHEIRO 

et al., 2010). 

A condução do estudo estava de acordo com os princípios éticos adotados pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA (Lei nº 11.794, 

de 8 de outubro de 2008). Este estudo recebeu a aprovação da Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Estadual Vale do Acaraú (CEUA/UVA), sob o 

número 008/12. 

 

Multiplicação e purificação viral 

A multiplicação viral foi realizada segundo a metodologia descrita por Pinheiro et 

al., (2006). As amostras virais padrões CAEV Cork
1
 (com título inicial de 10

5,0
 

TCID50/mL) e MVV K1514
2
 (com título inicial de 10

4,3
 TCID50/mL) e a amostra 

LVC-CE
3
 (com título inicial de 10

4,8
 TCID50/mL) foram inoculadas em monocamadas 

semiconfluentes (80 a 90% de confluência) de membrana sinovial caprina (15ª 

passagem), em garrafas plásticas A 150, com suspensão viral com 200 doses 

formadoras de sincícios/mL.  Realizaram-se três coletas de sobrenadante a cada sete 

dias. E então, foi clarificado por centrifugação a 3.300 g a 4 ºC e tratado através de 

precipitação de proteínas com PEG-8000 a 40%, por 18h a 4 ºC, até a concentração 

                                                
1 Amostra viral padrão gentilmente cedida pela Universidade Federal Rural de Pernambuco, oriunda do Laboratoire 

Associé de Recherches sur les Petits Ruminants – INRA – ENVL - France. 
2 Amostra viral padrão gentilmente cedida pela Universidade Estadual do Ceará, oriunda do Laboratoire Associé de 

Recherches sur les Petits Ruminants – INRA – ENVL - France. 
3 Amostra de LVPR isolada de caprino oriundo do rebanho da Embrapa Caprinos e Ovinos, no Estado do Ceará – 
Brasil, pertencente ao grupo B1 dos LVPR, depositada no GenBank n° EU300976. 
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final de 8%. Posteriormente, a suspensão foi centrifugada a 4 ºC a 12000g por 60 

minutos e o pellet foi então ressuspendido em TNE (10,0 mM Tris-HCl, pH 7,4; 10,0 

mM NaCl; 1,0mM EDTA, 1/10 do volume original de suspensão viral). O precipitado 

foi ultracentrifugado em colchão de sacarose (25%) a 42000 g por 120 minutos a 4 ºC. 

O sedimento foi suspenso em PBS (0,05M; 0,15M NaCl; pH 7,4) e armazenou-se a -80 

ºC até a realização A concentração de proteína total foi determinada (BRADFORD, 

1976) e o vírus purificado mantido a -80 ºC até a realização da eletroforese 2D.  

Para confirmação da amostra de LVPR do estado do Ceará (LVC-CE) foi 

realizada a reação em cadeia de polimerase – PCR (PCR Nested) do sobrenadante do 

cultivo. Inicialmente realizou-se a extração de DNA de acordo com a metodologia 

descrita por Castro (1998). Subsequentemente a amostra foi submetida à amplificação 

por PCR nested, segundo a técnica descrita por Barlough (1994), modificado por 

Andrioli (2001). Os iniciadores foram desenhados baseando-se na sequência publicada 

de CAEV-Co (Saltarelli et al., 1990), com auxílio dos programas Blastn 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), Oligo® e Oligo Tech (Versão 1.0) 

(http://www.oligosetc.com/OLIGOTech.HTM), e tem como objetivo amplificar um 

fragmento de 630pb da região gag do genoma pró-viral, correspondente ao capsídeo 

viral. Os iniciadores escolhidos para o primeiro round foram: CAEV1 (sense) 

GGAGGGAGAAGGTGGAA; CAEV2 (antisense) CACATCTCTACATGCTTGCA;  

para o segundo round foram: CAEV3 (sense) 

GTTCCAGCAACTGCAAACAGTAGCAATG e CAEV4 (antisense) 

ACCTTTCTGCTTCTTCATTTAATTTCCC. Para leitura dos resultados foi realizada 

eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. Em todas as reações 

utilizou-se controle positivo (células de MSC infectadas) e controle de reagentes (H2O 

bidestilada, autoclavada, livre de DNAse). 

 

Eletroforese bidimensional  

  

Primeira dimensão 

Strips (ImmobilineTM DryStrip GE Healthacare GE-176001-14) com 13 cm, pH 

de 3 a 10 foram reidratadas com 250 µg de proteínas das cepas virais (CAEV Cork, 

LVC-CE e MVV K1514), em solução de reidratação (7M urea; 2M thiourea; 2% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.oligosetc.com/OLIGOTech.HTM
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CHAPS; 0,5/2% Pharmalyte ou IPG buffer; 0,002% de azul de bromofenol, qsp 25 

mL). Este procedimento foi realizado em duplicatas durante 16 horas (Figura 1). 

 

Figura 1 – Reidratação das strips no IPGbox.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dalva Azevedo 

 

 Posteriormente, foram submetidas à focalização isoelétrica na qual as proteínas 

migram até atingir o pH que coincide com o seu pI, ou seja, elas migram de acordo com 

sua carga até atingir um ponto de carga neutra que é particular de cada proteína 

(O’FARREL, 1975). A focalização foi realizada no Ettan IPGphor 3 Isoeletric 

Focusing System®- GE durante cerca de seis horas, na seguinte programação: 1 – 

STEP: 500 V por 120 minutos; 2 – GRAD: 4000V durante 150 minutos; 3 – STEP: 

10000 V até atingir 18000 VH; 4 – STEP: 50 V por 240 minutos (Figura 2). Após a 

focalização as strips foram armazenadas em freezer a -80 °C, até a realização da 

eletroforese.  

 

Figura 2 – Strips posicionadas para a focalização isoelétrica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dalva Azevedo 
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Segunda dimensão 

Cada strip recebeu 3mL de solução de equilíbrio (Tris-HCl 75 mM, pH – 8,8; 

Urea 6 M; Glycerol 29,3%; SDS 2%; azul de bromofenol 0,002%). Primeiro foi 

adicionado à solução de equilíbrio 57,8 mg de Ditiotreitol (DTT) e, posteriormente, 

69,3 mg de Iodoacetamida (IAA), sendo cada etapa realizada sob agitação leve durante 

15 minutos (Figura 3).  

 

Figura 3 – Demonstração do equilíbrio das strips. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dalva Azevedo 

 

Após o equilíbrio das strips, elas foram incorporadas ao gel de poliacrilamida 

através de gel de agarose (0,5%). A eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) 

contendo SDS, foi realizada de acordo com as orientações recomendadas pelo fabricante 

(GE Healthcare). Procedeu-se, então, a corrida nas seguintes condições: Programa (P1), 

100 V; 30 mA, 100 W durante 15 minutos; Programa (P2): 230 V, 50 mA, 100 W 

durante 360 minutos. Essas condições foram mantidas para corrida de dois géis. O 

sistema foi sempre mantido sob refrigeração.  

Foram realizadas quatro eletroforeses 2D de cada uma das três amostras virais. 

Duas repetições foram utilizadas na coloração e duas para o western blot. 

 

Coloração das proteínas 

Os géis foram submetidos à coloração de proteínas com azul de Coomassie (0,1% 

de azul de Coomassie, 50% de etanol e qsp 500 mL de água ultrapura) over night sob 

agitação leve. Foram descorados com solução descorante (30% etanol, 7,5% ácido 

acético, qsp 1000 mL de água ultrapura), até a visualização dos spots, e em seguida 

escaneados com o ImageScaner®. Eles foram guardados em solução de armazenamento 

(10% de etanol, 5% de glicerol, 5% de ácido acético, qsp 100 mL de água ultrapura), 

para isolamento dos spots a serem submetidos a EM. 
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Análise dos géis 

A análise foi realizada com o software ImageMaster
TM

 2D Platinum 7.0. Foi feita 

a detecção dos spots proteicos, nas duplicatas, e em seguida realizado o match para 

identificar a consonância de spots, bem como a reprodutibilidade dos géis.  

 

Transferência passiva 

Após a corrida, os géis foram submetidos à transferência passiva das proteínas, 

onde este é colocado entre duas folhas de nitrocelulose (Whatman® 0,45 µm – GE 

Z613630) e três folhas de papel de filtro, montadas como sanduíche entre duas lâminas 

de vidro empacotadas com filme plástico e papel alumínio, em tampão de transferência, 

sob pressão de 12 kg, por três dias, em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, 

todo o aparato foi desmontado e as membranas foram coradas com Ponceau’s, para 

verificar a transferência das proteínas (TESORO-CRUZ et al., 2009). Depois as 

membranas foram armazenadas a -20 °C até a realização do WB. 

 

Western blot 

O teste de WB realizou-se de acordo com a metodologia de Aragão et al., (2008). 

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com PBS-Tween (0,3%) durante 60 

minutos. Após o bloqueio, foram lavadas três vezes com PBS-Tween (0,05%) por cinco 

minutos cada lavagem, então foram submetidas a soro positivo
4
 para a verificação das 

proteínas imunogênicas, por 30 minutos na diluição de 1:50. Novamente as membranas 

foram lavadas nas mesmas condições anteriores e em seguida adicionado o conjugado 

anti-IgG marcado na diluição de 1:12.000 (SIGMA
®

 - A 5420). As membranas foram 

reveladas com solução de DAB/4-Cloronapthtol e peróxido de hidrogênio (solução A- 

12 mg de 3,3´-Diaminobenzidine (DAB - SIGMA®- D 5637) em 12 mL de PBS, 

solução B – 5 mg de 4-cloro-1-naftol (SIGMA® - C 8890) adicionado a 2 mL de 

metanol mais 10 mL de PBS. Misturou-se as duas soluções e acrescentou-se 10 uL de 

H2O2 a 30%), por 5 minutos ao abrigo da luz. 

 

 

 

                                                
4 Soro positivo (rico em anticorpos contra as proteínas p28 e gp135) do kit Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine 

Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology, Inc, USA.  
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Espectrometria de massas 

Para a espectrometria de massas foram selecionados 22 spots (oito de CAEV 

Cork; nove de CAEV CE; cinco de MVV), em duplicata, baseando-se no resultado do 

WB. Os fragmentos dos géis foram tratados de acordo com a metodologia descrita por 

Shevchenko et al., (2006). Os peptídeos eluídos de gel após tripsinização foram secos e 

suspensos em 10 µL de ácido fórmico 0,1% (v/v) em água. Após a eluição as amostras 

foram analisadas com o equipamento MicroMass Q-ToF Micro acoplado a 

cromatógrafo líquido de ultraeficiência nanoAcquity (UPLC). Utilizou-se analisador Q-

TOF, Quadrupolo e Tempo de Vôo (Time Of Flight – TOF) e ionização por 

eletronebulização (Electrospray Ionization-ESI), nas condições de análise apresentadas 

pela tabela 1. Os dados brutos gerados pelo software MASSLYNX foram analisados 

junto ao software MASCOT Distiller, utilizando como referência o íon de m/z 784,823 

presentes na solução calibrante.  

 

Tabela 1 – Condições de análise para realização da espectrometria de massas (ESI-Q-

TOF). 

Condições de análise 

Polaridade Positiva 

Faixa de análise MS 200 – 2000 m/z 

Faixa de análise MS/MS 50 – 2000 m/z 

Modo de aquisição DDA 

Voltagem 3300 V 

Calibrante Solução de ácido fosfórico 0,1% (v/v) em 

solução de acetonitrila 50% (v/v) 

Erro 0,6 ppm 

Padrão utilizado 1 ng de peptídeos trípticos de HSP70 

humana 

Quantidade de amostra analisada 1 µL 

 

 

Análise Bioinformatica  

A análise bioinformatica foi realizada inicialmente com o software MASCOT a 

fim de conhecer as proteínas sequenciadas. Após, os peptídeos encontrados para CAEV 

e MVV foram alinhados com sequencias padrão e nacionais para LVPR, com a 

ferramenta de alinhamento múltiplo de sequências (Constraint-based Multiple 

Alignment Tool – COBALT) disponível no Centro Nacional de Informação de 

Biotecnologia (National Center for Biotechnology Information - NCBI). Foram 
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escolhidos para o alinhamento as proteínas identificadas pelo MASCOT com maior 

score e sequencias proteicas das amostras padrão e amostras isoladas no Brasil (Tabela 

2). Além do alinhamento também foram analisados a conservação de epítopos com 

IEDB (Immune Epitope Database and Analysis Resource).  

 

Tabela 2. Amostras utilizadas para o alinhamento de sequências. 

Amostra ID/NCBI Referência 

CAEV Cork gi|462152 Saltarelli et al., (1990) 

MVV K1514 gi|120894 Sonigo et al., (1985) 

CAEV 01 gi|409093654 Feitosa (2011) 

BR/UFRGS gi|14970849 Ravazzolo et al., (2001) 

BR/MG gi|27733407 Drumond e Resende (2001) 

CAEV Cork spot1 - Estudo 

CAEV Cork spot2 - Estudo 

LVC-CE spot1 - Estudo 

LVC-CE spot2 - Estudo 

MVV K1514 spot3 - Estudo 

 

 

Software MASCOT 

Os dados processados foram computados num arquivo (.mgf) e analisados em 

uma cópia local do servidor MASCOT, utilizando como banco de dados as entradas 

presentes no Swissprot (versão 2014-03) total ou referentes a vírus. Foram utilizadas 

como parâmetros para procura: (I) carboamidometilação de cisteína como modificação 

fixa; (II) oxidação de metionina e propionamidação de cisteína como modificações 

variáveis; (III) erro máximo para procura em modo MS de 1,0 Da; (IV) erro máximo 

para procura em modo MS/MS de 0,5 Da; (V) carga de peptídeos de 2
+
 ou 3

+
. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As amostras dos vírus purificados exibiram as seguintes dosagens proteicas 18,50 

µg/µL, 17 µg/µL e 6,73 µg/µL para, CAEV Cork, LVC-CE e MVV K1514, 

respectivamente.  Os perfis proteicos apresentaram-se diferenciados, certamente devido 

aos diferentes valores da quantidade e do pI de cada proteína. Buscou-se identificar 

spots com massas moleculares compatíveis com as proteínas imunogênicas, visto que 

atualmente os dados de perfis proteicos de LVPR, em sua maioria são de eletroforese 

unidimensional (TORFASON et al., 1992; ARAGÃO et al., 2008).   

Os géis (duplicata) foram estatisticamente reprodutíveis (CAEV Cork – 80,1%, 

LVC-CE – 96,41% e MVV K1514 – 99,77% de correlação) e foi escolhido um gel de 

referência. Dos dois géis da 2D, de cada amostra viral, foi escolhido um de referência.  

Para CAEV Cork o valor de pH para o ponto isoelétrico variou de 3,21 a 7,89 

sendo que, apenas um spot apresentou pI no valor de 9,4-9,7. Analisando a massa 

molecular (PM) verificou-se que variou de 15.188Da a 81.137Da. Foram contabilizados 

12 spots em consonância para os dois géis. No gel de referência foi determinado cinco 

spots com peso molecular em torno de 24.785Da a 29.060Da, destes, três spots foram 

comuns a duplicata. Tais spots muito possivelmente são referentes à proteína 

imunogênica p28, a qual também pode ser reportada como p25, p26, p27 ou p30 

(ARAGÃO et al., 2008). Além desta proteína, ambos os géis apresentaram 

concomitantemente spots referentes às proteínas p19 e p15.  

Para a amostra LVC-CE, o valor de pH para o pI oscilou de 3,09 a 9,05, enquanto 

o PM variou de 13.864Da a 110.129Da. Contabilizou-se 30 spots comuns às duplicatas. 

Para o gel de referência, foram identificados oito spots com PM entre os valores 

26.143Da e 30.406Da possivelmente referente à proteína p28. Destes, sete foram 

comuns às duplicatas. Diferentemente da amostra de CAEV Cork que apresentou 

apenas um spot, os géis de LVC-CE exibiram dois spots com PM próximos ao das 

proteínas imunogênicas p19 e p15. 

Para o MVV os valores de pH para o pI variou de 3,18 a 8,19, enquanto o PM 

oscilou de 18.433Da a 96.263Da. Os géis obtiverem a concordância de 24 spots. No gel 

de referência foram identificadas cinco proteínas com PM entre 24.310Da e 29.933Da 

muito provavelmente compatíveis com a proteína p28. Desses, apenas dois foram 
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comuns às duplicatas. Apenas um spot foi detectado com PM referente à proteína 

imunogênica p19 e não foi detectável spot referente à p15. 

As três amostras de antígeno apresentaram spots com PM próximos a outras 

proteínas virais reportadas na literatura (ARAGÃO et al., 2008; BRANDÃO et al., 

2013) tais como, a proteína gp45 e alguns precursores como pr90kDa (que origina as 

proteínas de superfície gp135 e/ou gp90 e gp45), pr55kDa (que origina as proteínas 

provenientes do gene gag, p16, p19 e p28). Embora haja a ocorrência desses spots nos 

géis analisados, os mesmos não foram identificados com precisão na marcação do WB. 

Com relação ao resultado do WB, o antígeno de CAEV Cork demonstrou 

notavelmente quatro marcações referentes à p28 e duas para p15 (Figura 4-B). O 

resultado de LVC-CE apresentou cinco marcações indicativas da p28 e uma da p15 

(Figura 5-B). O WB para MVV demonstrou três marcações para a proteína p28 e não 

foi identificado reação para proteína p15 ou p19 (Figura 6-B).  

Apesar de a purificação ter sido realizada com o vírus total, as amostras obtidas 

não possuem provavelmente concentração de glicoproteínas suficiente para a sua 

detecção pelo soro positivo referência
5
. Corroborando com este achado, Celer Jr. et al., 

(1998) verificaram, por western blot unidimensional (1D) que a gp135 só foi evidente 

em soros fortemente positivos e, portanto, não a utilizaram para confirmação de 

diagnóstico. Ramirez et al., (1992), trabalhando com HIV verificaram que as 

nucleoproteínas (p24) são mais estáveis no WB-1D que as glicoproteínas de superfície 

(gp120) e transmembrânica (gp41). As glicoproteínas são relativamente instáveis e 

passíveis de serem perdidas durante o processo de obtenção de antígeno (RIMSTAD et 

al., 1994), principalmente na passagem pelo colchão de sacarose, onde podem ocorrer 

perdas de até 50% destas proteínas virais (McGRATH, et al., 1978), ou até mesmo 

perdas espontâneas das partículas virais liberadas depois de vários dias de cultivo 

(CASTRO, 1998).  

O soro padrão do kit comercial foi preparado para detectar anticorpos contra a 

gp135 do MVV, e apesar de existir uma boa relação antigênica entre proteínas 

(GOGOLEWSKI et al., 1985), deve-se levar em conta que as amostras de soros foram 

coletadas em diferentes fases de infecção, além da existência de diferenças genéticas e 

                                                
5 Soro positivo referência (rico em anticorpos contra as proteínas p28 e gp135) do kit Caprine Arthritis-

Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic Technology, Inc, USA. 
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antigênicas entre os LVPR (LEROUX et al., 1996; SOUZA et al., 2012), aliado ao fato 

que o soro do Kit era heterólogo, o que reduziu a sensibilidade (KNOWES et al.,1994). 

O gene gag codifica três proteínas, sendo uma maior do capsídeo (p28) e duas 

menores da matriz (p19) e do nucleocapsídeo (p16), resultado semelhante observados 

neste estudo. Segundo Rosati et al., (1995), a proteína maior induz a uma forte resposta 

de anticorpos no animal infectado, sendo desta forma, utilizada nos testes de 

diagnóstico. As proteínas menores são menos imunogênicas. Os genes gag e pol são os 

mais conservados, enquanto que o gene env é mais heterogêneo, devido a mutações 

pontuais, em uma base de nucleotídeo, que ocorrem durante a replicação dos ácidos 

nucleicos dos retrovírus, por “erros” cometidos pela transcriptase reversa (NARAYAN 

& CLEMENTS, 1989).  

Segundo Zanoni (1998), constatou-se a existência de ao menos seis grupos, sem 

clara distinção entre as cepas de caprinos e ovinos. Em seguida, Shah et al., (2004), 

sugeriram uma reclassificação, baseada em sequências dos genes gag e pol, propondo-

se quatro grupos ou genótipos virais (A, B, C e D), alguns contendo subtipos. Nesta 

categorização, sequências genômicas de um mesmo grupo não divergem em mais de 

25% e sequências classificadas dentro de um subtipo divergem em até 15%. O grupo A 

reúne isolados arrolados ao protótipo MVV e o grupo B, isolados catalogados ao 

CAEV. Cepas que apresentaram grande divergência com os grupos A e B foram 

classificadas como C e D. Com os avanços nas pesquisas em filogenia, novos grupos e 

subtipos virais têm sido sugeridos (Tabela 2). 

Com relação a estudos proteicos não existe comparações na literatura entre as 

cepas virais. Importante salientar que mesmo que as sequencias de nucleotídeos 

apresentem uma pequena diferença, por vezes isto não reflete na tradução de 

aminoácidos.  Portanto, possivelmente, as várias proteínas p28 verificadas neste 

trabalho não estejam relacionadas com a heterogenicidade genética e sim com fases da 

maturação da proteína p28.  

De acordo com a linearidade da disposição dos spots comparando os géis com o 

resultado de WB foram selecionados oito spots de CAEV Cork (Figura 4-A), nove spots 

de LVC-CE (Figura 5-A) e cinco spots de MVV (Figura 6-A), para a espectrometria de 

massas. Alguns spots revelados pelo WB não puderam ser localizados com precisão no 

gel corado com o azul de Coomassie e, portanto, não foram enviados para a análise de 

espectrometria de massas 
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Figura 4 – [A] Gel da eletroforese bidimensional de CAEV Cork, onde círculos em 

vermelho demonstram os spots escolhidos para a espectrometria de massas. 

[B] Resultado do western blot, para amostra CAEV Cork, onde os círculos 

em preto delimitam as marcações referentes a p28 e p15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – [A] Gel da eletroforese bidimensional de LVC-CE, onde círculos em 

vermelho demonstram os spots escolhidos para a espectrometria de massas. 

[B] Resultado do western blot, para amostra LVC-CE, onde os círculos em 

preto delimitam as marcações referentes a p28 e p15. 
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Figura 6 – [A] Gel da eletroforese bidimensional de MVV, cujos círculos em vermelho 

demonstram os spots escolhidos para a espectrometria de massas. [B] 

Resultado do western blot, para amostra MVV, onde os círculos em preto 

delimitam as marcações referentes a p28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dos oito spots selecionados de CAEV Cork, três apresentaram sequencias 

compatíveis com proteínas do CAEV, duas para proteína p28 e uma para p15 (Tabela 

3). Quanto a LVC-CE, apenas dois foram compatíveis com a sequência da proteína do 

capsídeo p28 (Tabela 4). Dos cinco spots de MVV, apenas uma foi identificada para a 

proteína p28 (Tabela 5). Os spots foram identificados com banco de dados total de 

organismos. Apenas o spot 3 de CAEV Cork foi identificado no banco de dados de 

vírus. As proteínas sequenciadas possuem perfis semelhantes para as três amostras 

(Tabela 6). Os outros spots apresentaram sequencias de proteínas de SFB derivado do 

meio utilizado para cultura de células. Essas reações no WB com proteínas do SFB 

muito provavelmente ocorrem devido a reações inespecíficas.  
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Tabela 3 – Proteínas imunogênicas do vírus da artrite encefalite caprina amostra padrão 

Cork identificados por ESI-Q-TOF MS/MS. 

Spot/ Descrição da 
proteína 

aID/ 
NCBI 

bMs(Da) 
/cpI 

MASCOT
/Score (%) 

Convergência 
(%) 

Sequência peptídica Ion 
Score 

     K.AVDSVMFQQLQTVA

MQHGLVSEDFER.Q + 2 

Oxidation (M) 

116 

     R.QLAYYATTWTSK.D 86 

     K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

61 

Spot 1/Gag polyprotein 

OS=Caprine arthritis 

encephalitis virus (strain 

Cork) GN=gag  

gi|462152 

 

50732/ 

9.19 

935 31 R.RNNPPPPAGGGLTVD

QIMGVGQTNQAAAQAN

MDQAR.Q + 2 Oxidation 

(M) 

183 

     R.LLEAIDAEPVTQPIKD

YLK.L 

96 

     K.LTLSYTNASADCQK.Q 107 

     R.VQQASVEEK.M 24 

     R.DVGSEGFK.M 37 

     K.AVDSVMFQQLQTVA

MQHGLVSEDFER.Q + 2 

Oxidation (M) 

18 

     R.QLAYYATTWTSK.D 52 

     K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

52 

Spot 2/Gag polyprotein 

OS=Caprine arthritis 

encephalitis virus (strain 

Cork) GN=gag 

gi|462152 

 

50732/ 

9.19 

401 30 R.NNPPPPAGGGLTVDQI

MGVGQTNQAAAQANM

DQAR.Q 

+ 2 Oxidation (M) 

98 

     R.LLEAIDAEPVTQPIKD

YLK.L 

75 

     K.LTLSYTNASADCQK.Q 64 

     R.VQQASVEEKMQACR.

D + Oxidation (M) 

16 

     K.RDYPELEK.C 25 

Spot 3/ Gag polyprotein - 

Caprine arthritis 

encephalitis virus (strain 

Cork) GN=gag 

gi|462152 

 

50732/9.19 19 7 K.TLDYMFEDHKEEPWT

K.V + Oxidation (M) 

4 

     K.DGLLEQEEKK.E 19 

a Número de acesso da proteína (NCBI).  b Valor teórico de massa molecular (Ms).  c Valor teórico de 

ponto isoelétrico (pI). 
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Tabela 4 – Proteínas imunogênicas do vírus da artrite encefalite caprina amostra 

nacional do Ceará (LVC-CE) identificados por ESI-Q-TOF MS/MS. 

Spot/ Descrição da 
proteína 

aID/ 
NCBI 

bMs(Da) 
/cpI 

MASCOT
/Score (%) 

Convergência 
(%) 

Sequência peptídica Ion 
Score 

 

 

 

 

Spot 1/Gag polyprotein 

OS=Caprine arthritis 

encephalitis virus (strain 

Cork) GN=gag 

    K.AVDSVMFQQLQTVA

MQHGLVSEDFER.Q + 2 

Oxidation (M) 

43 

gi|462152 

 

50732/ 

9.19 

297 15 R.QLAYYATTWTSK.D 41 

    K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

60 

    R.LLEAIDAEPVTQPIKD

YLK.L 

68 

     K.AVDSVMFQQLQTVA

MQHGLVSEDFER.Q + 2 

Oxidation (M) 

79 

     R.QLAYYATTWTSK.D 40 

     K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

72 

Spot 2/ Gag polyprotein - 

Caprine arthritis 

encephalitis virus (strain 

Cork) GN=gag 

gi|462152 

 

50732/ 

9.19 

408 28 R.NNPPPPAGGGLTVDQI

MGVGQTNQAAAQANM

DQAR.Q + 2 Oxidation 

(M) 

67 

     R.LLEAIDAEPVTQPIKD

YLK.L 

64 

     K.LTLSYTNASADCQK.Q 60 

     R.DVGSEGFK.M 12 

a Número de acesso da proteína (ID/NCBI).  b Valor teórico de massa molecular (Ms-Da).  c Valor 

teórico de ponto isoelétrico (pI). 

 

 

Tabela 5 – Proteínas imunogênicas do vírus maedi visna amostra padrão K1514 

identificados por ESI-Q-TOF MS/MS. 

Spot/ Descrição da 
proteína 

aID/ 
NCBI 

bMs(Da) 
/cpI 

MASCOT
/Score (%) 

Convergência 
(%) 

Sequência peptídica Ion 
Score 

     K.AVDSVMFQQLQTVA

MQHGLVSEDFER.Q 

+ 2 Oxidation (M) 

51 

     R.QLAYYATTWTSK.D 39 

Spot 3/Gag polyprotein 

OS=Caprine arthritis 

encephalitis virus (strain 

Cork) GN=gag  

gi|462152 

 

50732/ 

9.19 

280 21 K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 

Oxidation (M) 

54 

  

 

   R.LLEAIDAEPVTQPIKD

YLK.L 

59 

     K.LTLSYTNASADCQK.Q 22 

     R.VQQASVEEK.M 32 

a Número de acesso da proteína (NCBI).  b Valor teórico de massa molecular (Ms).  c Valor teórico de 

ponto isoelétrico (pI). 
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Tabela 6 – Valores observados de ponto isoelétrico e massa molecular dos spots 

escolhidos para espectrometria de massas. 

Amostra Spot Ponto isoelétrico (pI) Massa molecular (Da) 

CAEV Cork 1 7,77 26.205 

CAEV Cork 2 6,96 26.344 

CAEV Cork 3 7,09 16.612 

MVV 3 6,93 26.765 

LVC-CE 1 6,95 28.207 

LVC-CE 2 7,73 28.793 

 

 

Observou-se que as sequências contidas no SwissProt são provenientes do 

sequenciamento do genoma de amostra CAEV Cork por Saltarelli et al., (1990), visto 

que todas as sequencias homólogas foram correspondentes com a do estudo citado, até 

mesmo a amostra de MVV obteve compatibilidade com sequencias de CAEV Cork. 

Ressalta-se que as sequências dos spots 1 e 2 da amostra padrão Cork, também foram 

compatíveis com sequências de MVV de amostra sequenciada do Sul da África 

(QUERAT et al., 1990). O spot 1 relacionou-se com outras amostras de MVV K1514 

(SONIGO et al., 1985; BRAUN et al., 1987) e KV1772 (ANDRESSON et al., 1993), 

com score de 156 (Tabela7). Esses dados demonstram a similaridade da resposta 

imunológica gerada pelos vírus CAEV e MVV, apresentando a proteína p28 como a que 

é responsável pela principal resposta imune no animal.  
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Tabela 7 – Proteínas imunogênicas do vírus da artrite encefalite caprina amostra padrão 

Cork identificados por ESI-Q-TOF MS/MS. Sequências similares a mostras 

de Maedi-Visna amostra padrão K1514 e isolado do Sul da África.  

Spot/ Descrição da 
proteína 

aID/ 
NCBI 

bMs(Da) 
/cpI 

MASCOT
/Score (%) 

Convergência 
(%) 

Sequência peptídica Ion 
Score 

     R.QLAYYATTWTSK.D 75 

Spot 1/ Gag polyprotein - 

Ovine maedi visna related 

virus (strain South Africa) 

GN=gag  

gi|120879 

 

51259 

/9.21 

158 14 K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

55 

     R.QNPPGPNVLTVDQIM

GVGQTNQQASQANMD

QAR.Q + Oxidation (M) 

4 

     R.DVGSEGFK.M 24 

     R.QLAYYATTWTSK.D 75 

     K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

55 

Spot 1/Gag polyprotein 

OS=Maedi visna virus 

(strain 1514) GN=gag 

gi|120894 

 

 

50575/ 

9.26 

156 14 R.QNPPGPNVLTVDQIM

GVGQTNQQASQANMD

QAR.Q 

+ Oxidation (M) 

4 

     R.DVGSEGFK.M 24 

     R.QLAYYATTWTSK.D 78 

     K.DILEVLAMMPGNR.A 

+ 2 Oxidation (M) 

67 

Spot 2/ Gag polyprotein - 

Ovine maedi visna related 

virus (strain South Africa) 

GN=gag 

gi|120879 

 

51259/9.21 170 16 R.QNPPGPNVLTVDQIM

GVGQTNQQASQANMD

QAR.Q + Oxidation (M) 

21 

     R.VQQASVEEKMQACR.

D + Oxidation (M) 

4 

a Número de acesso da proteína (NCBI).  b Valor teórico de massa molecular (Ms).  c Valor teórico de 

ponto isoelétrico (pI). 

 

 

Neste estudo a amostra de LVC-CE demonstrou homologia com a amostra 

CAEV Cork, corroborando com os estudos genéticos realizados por Feitosa et al., 

(2010) com amostras isoladas do Ceará, que apresentaram uma similaridade genética da 

cepa viral nativa com amostra padrão relatada, sendo a amostra nativa classificada no 

grupo B1 dos LVPR. Como é demonstrado pela figura 7 às sequencias de peptídeos 

obtidas no presente estudo para LVC-CE alinharam com a sequência de um isolado do 

estado do Ceará (Feitosa, 2011). 
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Figura 7. Alinhamento de sequencias de LVC-CE com amostra padrão CAEV Cork e 

amostra isolada do Ceará por Feitosa (2011). Foram escolhidas as sequencias 

de maior score entre as duplicatas. Letras em vermelho indicam as sequencias 

similares para as diferentes amostras. 

 

  

 

   

   

 

 

  

 

 

 

Os peptídeos encontrados nesse estudo foram confrontados com sequencias das 

amostras padrão CAEV Cork e MVVK1514 e amostras de diferentes estados do Brasil 

(RS, MG e Ce). Mediante os resultados de alinhamento das sequencias pode-se 

demonstrar regiões conservadas da proteína p28 (Figura 8). Este resultado ressalta a 

similaridade proteica entre os LVPR em estudo, inclusive com sequencias a partir de 

cepas isoladas no Brasil. 
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Figura 8 - Alinhamento de sequencias para proteína p28. Aminoácidos em vermelho 

representam regiões homologas a todas as sequencias ou seja regiões 

conservadas.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observa-se que as sequencias obtidas neste estudo, compatíveis com amostra a 

CAEV Cork apresentada por Saltarelli et al., (1990), estão inseridas na sequência total 

da proteína traduzida pelo gene gag e correspondem as regiões específicas de cada 

proteína. O spot 3 refere-se a proteína da matrix p16 compreendido na região de 1 a 146 

aminoácidos, enquanto os spots 1 e 2 referem-se a proteína do capsídeo p28 com os 

aminoácidos compreendidos entre 147 e 358, tratando-se de regiões que possuem maior 

afinidade ao anticorpo (Figura 9). Essas regiões podem ser alvo de futuros estudos 

desses potenciais imunoproteicos. 

 

 



61 

 

  

 

 

Figura 9 – Letras (aminoácidos) em vermelho representam as sequencias homologas da 

amostra de CAEV Cork do presente estudo. [A] Disposição das sequencias 

provenientes do spot 3, aminoácidos compreendidos na região de 1 a 146, 

região da proteína de matriz p16. [B] Disposição da sequencia provenientes 

do spot 1, aminoácidos compreendidos entre 147 e 358, região que dá origem 

a p28. Quadrado azul indica sequencia dos epítopos 21506 e 33018 

respectivamente. Quadro verde indica epítopos 20295 e 32388.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Encontra-se disponível na literatura (Tabela 8) uma lista de epítopos para as 

proteínas codificadas para o gene gag dos LVPR. Nesta estão apresentados os epitopos 

21506 e 33018 que ficam localizados na região que codifica a proteína p28. Enquanto 

os outros epítopos encontram-se no final da sequência do gene gag, os quais codificam 

a proteína p14.  Os epítopos referentes à região da proteína p28, de acordo com os 

resultados da análise de conservação de epítopos pelo programa IEDB, foram 

localizados nas sequencias dos peptídeos do presente estudo (Figura 10 e 11), 

especificamente as regiões RNNPPPPA (GREGO et al., 2002) e LLEAIDAE (FLURI et 

al., 2005; NENCI et al., 2007).  

 

http://www.iedb.org/epId/21506
http://www.iedb.org/epId/33018
http://www.iedb.org/epId/20295
http://www.iedb.org/epId/32388
http://www.iedb.org/epId/21506
http://www.iedb.org/epId/33018
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Tabela 8 – Epítopos referentes as proteínas produzidas pelo gene gag. 

 

Epítopo ID Estrutura Referência 

20295 GIICHNCGKRGHMKKDCRGKK Lacerenza et al., 2008 

21506 GNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPA Grego et al., 2002 

32388 KMQQGNGRRGIRVVPSAPPME Lacerenza, et al., 2008 

33018 KQKTNEPYEDFAARLLEAIDAE Fluri et al., 2005 

  Nenci et al., 2007 

 

 

Figura 10 – Resultado da análise de conservação de epítopos com IEDB. Letras em azul 

indicam os aminoácidos homólogos das sequencias do presente estudo com 

o epítopo 21506 (GNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Resultado da análise de conservação de epítopos com IEDB. Letras em azul 

indicam os aminoácidos homólogos das sequencias do presente estudo com 

o epítopo 33018 (KQKTNEPYEDFAARLLEAIDAE).  

 

 

 

 

 

 

  

http://www.iedb.org/epId/20295
http://www.iedb.org/epId/21506
http://www.iedb.org/epId/32388
http://www.iedb.org/epId/33018
http://www.iedb.org/epId/21506
http://www.iedb.org/epId/33018
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CONCLUSÕES 

 

SERPA associada a EM é um método eficaz para a caracterização de proteínas 

imunogênicas de antígenos de LVPR. 

Constatou-se a similaridade proteica entre as cepas padrão CAEV Cork e 

MVVK1514. 

Caracterizou-se a cepa nacional, LVC-CE, isolada do estado do Ceará, a qual 

apresentou regiões conservadas e compatíveis com as amostras padrão de LVPR (Cork 

e K1514) e também com outras amostras isoladas do Brasil. 

Foram identificados e caracterizados vários peptídeos imunoreagentes do capsídeo 

com ponto isoelétrico distintos.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As lentiviroses de pequenos ruminantes constituem-se um problema mundial 

sendo necessário, cada vez mais, estudos detalhados e minuciosos para melhorar o 

controle destas enfermidades.  

Fatores limitantes para a detecção precoce de animais infectados pelos lentivirus 

de pequenos ruminantes e, consequentemente, para os programas de controle, são a 

sensibilidade e especificidades de testes de imunodiagnóstico. Portanto, é de suma 

importância estudos que visem à melhoria destas provas. Nesta pesquisa, procurou-se, 

com o auxílio de refinadas técnicas, como a eletroforese bidimensional, o western blot e 

a espectrometria de massas, melhorar o entendimento sobre a proteômica dos LVPR, 

principalmente com relação às proteínas de alto valor para o diagnóstico. Isto ocorreu 

através da caracterização de proteínas virais, sobretudo daquelas codificadas pelo gene 

gag e em especial à proteína do capsídeo (p28). 

Esses resultados podem servir de base em futuros estudos para o desenvolvimento 

de vacinas. 

 

 

 

 


