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RESUMO 

 

 
ALMEIDA, Nadia Rossi. Clonagem e expressão da proteína recombinante p27 (r-p27) do 

vírus da leucemia felina e produção de IgY aviária contra a r-p27 para utilização em 

imunodiagnóstico.  2013. 87p. Tese (Doutorado em Ciências Veterinárias, Sanidade 

Animal). Instituto de Veterinária, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.  

 

O Vírus da Leucemia Felina (FeLV) é um membro da família Retroviridae, gênero 

Gammaretrovirus,  que representa uma importante causa de morbidade e mortalidade entre os 

gatos domésticos. No Brasil, o acesso ao diagnóstico da Leucemia Viral Felina ainda é restrito 

devido ao alto custo do teste comercial disponível, que detecta o antígeno viral p27. Para 

utilização em imunodiagnóstico, a IgY aviária apresenta uma série de vantagens sobre os 

anticorpos IgG de mamíferos, como o baixo custo da técnica e manutenção dos animais, alto 

rendimento dos anticorpos purificados e caráter bioético. O objetivo do presente estudo foi o 

desenvolvimento de uma proteína de nucleocapsídeo viral p27 recombinante, a r-p27, para 

elicitar anticorpos aviários, visando contribuir com o imunodiagnóstico das infecções pelo 

FeLV no país. Esta tecnologia poderá possibilitar o acesso ao diagnóstico e a melhor 

compreensão dos estudos de prevalência da infecção. Para tanto, a região codificante da p27 

nativa do FeLV foi amplificada, clonada e expressa em Escherichia coli, e sua reatividade 

contra os anticorpos para p27 nativa foi verificada com o kit comercial de 

imunocromatografia. A r-p27 foi inoculada em coelhos e galinhas, para produção de IgG e 

IgY específicas, respectivamente. Estes anticorpos foram avaliados pela técnica de 

imunofluorescência indireta (IFI) contra a p27 nativa, em esfregaços de sangue de animais 

positivos e negativos para o FeLV. Ambos os tipos de imunoglobulinas apresentaram 

reatividade para a p27 recombinante e nativa do FeLV. A produção de IgY para a r-p27 

representou um método de alto rendimento e baixo custo,  promissor para o desenvolvimento 

de imunodiagnóstico da Leucemia Viral Felina. 

 

Palavras-chave: FeLV, imunodiagnóstico, IgY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

ALMEIDA, Nadia Rossi.  Cloning and expression of p27 protein (r-p27) of Feline 

Leukemia Virus and avian IgY production against the r-p27 to immunodiagnostic 

application. 2013. 87p. Thesis (Doctoral Thesis in Veterinary Science, Animal Health). 

Instituto de Veterinária, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural 

do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

 

 

Feline Leukemia Virus (FeLV) is a gammaretrovirus, which represents an important cause of 

morbidity and mortality among domestic cats. In Brazil, the access to feline leukemia 

diagnosis is still limited due to the high cost of available commercial test to detect the viral 

antigen p27. The production of avian IgY instead of mammal IgG has several advantages, like 

lower costs of the technique, easier animal maintenance, high yields of purified antibodies and 

better acceptance due to bioethical characteristics.  The aim of this study was the development 

of a recombinant viral p27 protein, the r-p27, to elicit avian antibodies, aiming to enable 

immunodiagnosis of FeLV infections. This technology can provide access to diagnosis and 

better understanding of prevalence studies. For this purpose, the coding region of the FeLV 

p27 protein was cloned and expressed in Escherichia coli and the reactivity against anti-p27 

antibody was proven before commercial immunochromatography kit. To obtain IgG and IgY 

anti-p27, r-p27 was inoculated into rabbits and chickens, respectively, and the antibodies 

produced were tested by indirect immunofluorescence (IFA).  Both immunoglobulins showed 

reactivity against recombinant and native p27. The production of IgY against r-p27 represents 

a method of high yields of purified antibodies and low cost, promising for the development of 

immunodiagnosis. 

 

Key words: FeLV, immunodiagnosis, IgY. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A Leucemia Viral Felina é a maior causa de morte dentre as doenças infecciosas que 

acometem os felinos. É causada por um retrovírus denominado FeLV (vírus da Leucemia 

Felina), responsável pelo desenvolvimento de distúrbios degenerativos e/ou proliferativos 

(neoplásicos) nos animais infectados, que sucumbem à doença devido à imunossupressão 

causada por este vírus.  O FeLV  foi isolado pela primeira vez em 1964, por Willian Jarrett e 

sua equipe, enquanto pesquisavam a causa de linfomas em gatos domésticos de um abrigo na 

Escócia (HARDY et al., 1976a; JARRETT et al.,1973; JARRETT, 1999). 

O FeLV está amplamente disseminado ao redor do mundo e a ocorrência da infecção 

está associada aos fatores de risco e às medidas de controle e profilaxia. No Brasil, a 

prevalência da infecção é alta, discordando de muitos países europeus e americanos, onde a 

incorporação de testes de diagnóstico na primeira consulta veterinária e a vacinação dos 

animais de grupos de risco vem reduzindo a incidência da infecção (ALMEIDA et al. 2012). 

O diagnóstico do FeLV no Brasil ainda apresenta restrições, principalmente devido ao 

elevado custo do kit comercial imunocromatográfico para a detecção do antígeno p27, uma 

proteína de capsídeo viral. Além do elevado custo, há necessidade de repetição do teste, caso 

o mesmo apresente um resultado positivo, uma vez que é capaz de detectar uma viremia 

primária não associada às células, podendo ainda haver a eliminação viral pelo hospedeiro 

(CRAWFORD, 2011; ALMEIDA et al., 2012). 

A tecnologia de produção de proteínas recombinantes vem sendo utilizada com 

diferentes propósitos, incluindo funcionais, bioquímicos, diagnósticos e até terapêuticos. A 

produção de proteínas recombinantes em bactérias apresenta a vantagem de ser rápida e de 

possibilitar a obtenção de proteínas em larga escala (JONASSON et al., 2002). Como a 

maioria das técnicas de diagnóstico para a infecção pelo FeLV é baseada na detecção da p27, 

esta tecnologia pode representar uma alternativa interessante para produção e purificação 

deste antígeno. 

Uma série de aspectos indicam a IgY aviária como anticorpo de eleição para uma 

variedade de campos da pesquisa. A tecnologia de IgY apresenta diversas vantagens, como a 

facilidade de manejo das aves, facilidade de coleta de ovos, menor custo, purificação 

relativamente simples e o maior rendimento, sem contar com as características relacionadas 

ao bem-estar animal, onde não há a necessidade de fazer a sangria para obtenção dos 

anticorpos (SPILLNER et al., 2012). 

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi a obtenção de um antígeno 

recombinante da proteína de nucleocapsídeo viral p27 do FeLV (r-p27), capaz de estimular a 

produção de IgY aviária específica, para contribuir com o desenvolvimento no 

imunodiagnóstico da Leucemia Viral Felina no Brasil. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1. Leucemia Viral Felina 

 

 

2.1.1 Vírus da Leucemia Felina (FeLV) 

 

O FeLV é um retrovírus do gênero Gammaretrovirus que acomete felinos domésticos 

e silvestres, causando doença grave e fatal. Os gatos infectados podem desenvolver distúrbios 

proliferativos e/ou degenerativos (JARRETT, 1999; MIYAZAWA, 2002; ROJKO; HARDY, 

1994).  

O vírus possui envelope lipoprotéico derivado da membrana citoplasmática das células 

infectadas durante o processo de brotamento e o seu genoma é constituído por duas cópias de 

RNA fita simples, com polaridade positiva. Durante o processo de replicação, o RNA viral é 

submetido à ação da transcriptase reversa (TR), originando o DNA proviral que, por sua vez, 

se integrará ao genoma celular, pela ação da enzima integrase.  A integração do genoma viral 

ao celular é responsável pela persistência da infecção, característica das retroviroses 

(JARRETT, 1999).  

 O provírus contém sequências repetitivas (Long Terminal Repeat - LTR) nas 

extremidades 5’ e 3’, com funções regulatórias e de controle da expressão dos genes virais. 

Entre as LTRs, na região intermediária do genoma viral, encontram-se os genes gag, pol e 

env.  O gene gag (group antigen specific) codifica as proteínas do capsídeo: p15c, p12, p10 e 

p27, sendo esta última encontrada em maior abundância no plasma de gatos virêmicos, sendo 

utilizada no diagnóstico sorológico da infecção. O gene pol (polimerase) codifica as enzimas 

transcriptase reversa e integrase, enquanto que o gene env (envelope) codifica as proteínas de 

envelope gp70 e transmembrana p15E (HARTMANN, 2006; FIGUEIREDO; ARAÚJO Jr, 

2011; ROJKO; HARDY, 1994) (Figura 1).  

 

 

 

 
Figura 1: Representação do DNA proviral do FeLV. Adaptado de Bolin e Levy (2011). 

 

 

 

Dentre as glicoproteínas do envelope viral, a gp70 é a responsável pela adsorção do 

virion à célula hospedeira, permitindo a introdução do nucleocapsídeo e a replicação posterior 

do genoma viral (COFFIN, 1996). Ademais, a gp70 é alvo de anticorpos neutralizantes do 

hospedeiro. A proteína transmembrana (TM) p15E, está envolvida com a imunossupressão e a 

anemia induzidas pelo FeLV (AUGUST, 1992). 
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O FeLV apresenta 4 subgrupos virais: FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C e FeLV-T, 

identificados geneticamente de acordo com diferenças no gene da SU (proteína de superfície) 

e, funcionalmente, pela utilização de diferentes receptores para entrada na célula hospedeira 

(OVERBAUGH; BANGHAM, 2001).  

O FeLV-A é a forma transmissível e se apresenta como o menos patogênico para os 

gatos infectados, e tem se mostrado altamente conservado geneticamente durante décadas e 

em diferentes regiões geográficas (DONAHUE et al., 1988). O FeLV-A tem como receptor 

FeTHTR1 (uma proteína transportadora de tiamina) para adsorção na célula hospedeira 

(MENDONZA et al., 2006).  

O FeLV-B está geralmente associado ao desenvolvimento de linfomas e surge a partir 

de uma recombinação do provírus do FeLV-A integrado ao genoma celular com sequências 

retrovirais endógenas incompletas, presentes em todos os felinos (enFeLV) (BOLIN; LEVY, 

2011; ANAI et al., 2012). O FeLV-B utiliza duas proteínas transportadoras de fosfato,  a 

fePit1 e a fePit2, para sua a entrada na célula hospedeira. Aproximadamente 30% dos gatos 

infectados apresentam este subgrupo, juntamente com o FeLV-A (BOLIN; LEVY, 2011; 

STEWART et al., 2011). 

O FeLV-C é pouco prevalente e é derivado de mutações na sequência da SU do FeLV-

A, causando anemia aplástica grave. Essas mutações levam o FeLV-C a utilizar como 

receptor funcional a proteína transportadora heme FLVCR (QUINGLEY et al., 2000).  

O FeLV-T é oriundo de mutações na sequência do gene da SU de envelope do FeLV-

A (DONAHUE et al., 1991). Além de requerer a mesma proteína transportadora de fosfato 

(fePit1) do FeLV-B, o FeLV-T necessita de  um co-fator que permite a sua entrada na célula, 

a proteína FELIX. O FeLV-T tem tropismo por linfócitos T, gerando depleção linfóide e 

imunodeficiência (CHENG et al., 2007; OVERBAUGH, 1988). 

 

 

2.1.2 Transmissão 

 

O reservatório principal do FeLV é o portador assintomático persistentemente 

infectado, que é capaz de eliminar até um milhão de partículas virais por mililitro de saliva 

(HARTMANN, 2006). Consequentemente, este vírus é transmitido pela convivência íntima e 

prolongada entre felinos sadios e portadores no mesmo ambiente, principalmente, pela saliva 

rica em partículas virais (LAPPIN, 1998; ROJKO; KOCIBA, 1991). A disseminação pela 

saliva é favorecida pelo comportamento social dos felinos, como hábitos de higiene mútua 

(por lambeduras) e uso comum de acessórios de comida e de água, que podem atuar como 

fômites (CRAWFORD, 2011; ROJKO; HARDY, 1994).   

Outras formas de transmissão menos comuns ocorrem por meio da lágrima, placenta, 

leite, plasma, urina, fezes e formas iatrogênicas, como o uso de instrumentos contaminados e 

transfusão sanguínea (ARJONA et al., 2000; HARDY et al., 1976b; PACITTI et al., 1986). A 

transmissão por mordeduras também pode ocorrer, porém, é mais expressiva na transmissão 

do vírus da Imunodeficiência Felina (FIV) (AUGUST, 1992). A transmissão transplacentária 

pode ocorrer caso a fêmea infectada esteja na fase virêmica durante a gestação, podendo 

resultar em reabsorção fetal ou aborto (HARDY et al., 1976a). Neste caso, filhotes que não se 

infectem in utero podem se infectar com o leite ou saliva maternos (AUGUST, 1992). 

 

 

2.1.3 Classificação da patogenia pelo FeLV  

 

A infecção pelo FeLV foi classificada, de acordo com a evolução clínica, em três 

categorias: infecção regressiva, persistente e latente. Na infecção regressiva, ocorre replicação 
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nas portas de entrada do tecido nasofaríngeo e linfonodos regionais, na qual o animal produz 

uma efetiva resposta imune contra o vírus e este é eliminado (LEVY et al., 2008; ROJKO; 

HARDY, 1994). Cerca de 60% dos gatos apresentavam a infecção regressiva na qual a 

viremia era detectada pelo teste de ELISA (HARTTMANN, 2006) 

Já na infecção persistente, há uma incapacidade de eliminação viral pelo sistema 

imune de 4 a 6 semanas, após a infecção. Neste caso, após o comprometimento da medula 

óssea, o vírus se dissemina por diversos epitélios e glândulas, tais como o epitélio intestinal e 

glândulas salivares (SPARKES, 1997). Cerca de 30% dos animais infectados desenvolvem a 

infecção persistente e geralmente sucumbem pelas doenças relacionadas ao FeLV, em um 

período de 3 a 5 anos, após o início da viremia (CRAWFORD, 2011; BARR, 1998; 

LINENBERGER; ABKOWITZ, 1995). Este tipo de infecção pode ser diagnosticada pelo 

teste de imunofluorescência indireta (IFI), ELISA e pela PCR.  

Quando o animal apresenta viremia por mais de três semanas, o vírus alcança a 

medula óssea onde persiste integrado ao genoma das células, sob a forma de DNA proviral 

(PACITTI; JARRETT, 1985; PEDERSEN et al., 1984), caracterizando a infecção latente. As 

provas sorológicas são incapazes de detectar a infecção nesta fase, sendo a técnica de PCR 

recomendada para o diagnóstico, neste momento. Aproximadamente 30% dos gatos 

infectados podem desenvolver este tipo de infecção (ROJKO et al., 1982).   

A utilização de técnicas de detecção do antígeno p27 e isolamento viral comumente 

apresentam resultados conflitantes. A comprovação da reativação viral em animais 

apresentando infecção regressiva originou o questionamento da sensibilidade dos testes de 

diagnóstico, levantando dúvidas quanto à patogenia do FeLV (TORRES et al., 2010; 

MADWEEL; JARRET, 1983; FIGUEIREDO; ARAÚJO Jr, 2011; HELFER-

HUNGERBUEHLER et al., 2010). 

Devido ao emprego de técnicas moleculares mais sensíveis, como a PCR em tempo 

real, as categorias de infecção foram reclassificadas. Este fato pode ser explicado 

principalmente pela identificação de gatos positivos para a presença de DNA proviral e RNA 

na ausência de viremia (FIGUEIREDO; ARAÚJO Jr, 2011).  

De acordo com as análises de quantificação de DNA proviral, RNA viral, antigenemia 

(p27) e isolamento viral, HOFMANN-LEHMANN et al. (2008) reclassificaram as infecções 

pelo FeLV como: 

  Infecção abortiva - ausência de DNA proviral, RNA viral, antígeno p27 e isolamento 

após contato;  

  Infecção regressiva - níveis moderados de DNA proviral e RNA viral com 

antigenemia indetectável ou transiente. O DNA proviral é detectável ao longo da infecção 

porém o RNA viral pode ou não ser detectado; 

  Infecção progressiva - níveis elevados de DNA proviral e RNA viral, antigenemia e 

isolamento viral constantes; 

  Infecção latente - ausência de antigenemia e persistência do vírus com potencial de 

reativação na medula óssea.   

Pesquisas mais recentes identificaram o DNA proviral integrado em linfomas de gatos 

não virêmicos, sugerindo que gatos com infecção regressiva contêm este DNA proviral do 

FeLV e que o desenvolvimento de linfomas pode estar associado com apenas a presença do 

provírus isoladamente (WEISS et al., 2010). 

 

 

2.1.4 Manifestações clínicas e laboratoriais 

 

Os gatos naturalmente infectados pelo FeLV normalmente apresentam distúrbios 

associados à doenças proliferativas, incluindo linfomas e leucemias linfóides,  mielóides ou 



5 

 

origem eritróide, e distúrbios degenerativos, como anemia e citopenias (DUNHAM; 

GRAHAM, 2008).  

A maioria dos gatos doentes apresenta distúrbios degenerativos induzidos pelo vírus, 

como alterações hematológicas, que podem ser representadas principalmente pelas anemias, 

leucopenias e trombocitopenias (ROJKO; KOCIBA, 1991) e diversos sinais clínicos como 

anorexia, prostração, emagrecimento progressivo, desidratação profunda, complexo 

estomatite-gengivite, distúrbios reprodutivos e neuropatias (CRAWFORD, 2011; HARDY et 

al., 1976b; HOOVER; MULLINS, 1991; SHELTON et al., 1989; SOUZA et al., 2003).  

Algumas doenças imunomediadas também estão associadas à infecção pelo FeLV, 

incluindo anemia hemolítica pela coinfecção pelo Mycoplasma haemofelis (HAGIWARA et 

al., 1997; MACIEIRA et al., 2008), poliartrites e glomerulonefrites, devido à deposição de 

imunocomplexos nas articulações e rins (HARTMANN, 2006; ROJKO; HARDY, 1994). O 

caráter imunossupressor deste retrovírus pode favorecer as infecções secundárias, como pelos 

vírus da Rinotraqueíte e Calicivirose felinas, que se enquadram no Complexo Respiratório 

Viral Felino, bem como pelo vírus da Peritonite Infecciosa Felina (PIF) (CRAWFORD, 2011; 

ROJKO; KOCIBA, 1991). 

Muitos estudos sugerem a toxoplasmose e/ou a esporotricose como doenças 

concomitantes de gatos FIV e/ou FeLV positivos (HARTMANN, 2006), porém, estes dados 

nem sempre apresentam concordância com pesquisas realizadas no Brasil (SCHUBACH et 

al., 2004; LUCAS et al., 1998; SOUZA et al., 2005).  

Como o FeLV é um vírus oncogênico, pode-se observar o desenvolvimento de 

linfomas, que são classificados de acordo com a sua localização em linfomas mediastínicos, 

multicêntricos, alimentares e extranodais, agravando o prognóstico e diminuindo a sobrevida 

do animal infectado (HARDY, 1987; SOUZA et al., 2003). A literatura internacional relata 

que aproximadamente 25% dos gatos FeLV positivos irão desenvolver algum tipo de 

neoplasia (MOORE; OGILVIE, 2001), porém, os linfomas são constantemente 

diagnosticados na clínica de felinos no Brasil, cujas porcentagens estão acima das relatadas 

nestas pesquisas internacionais (ALMEIDA et al., 2009).  

Em função do curso clínico, que pode ser longo e de difícil caracterização, e pelas 

alterações progressivas muitas vezes silenciosas da doença, o diagnóstico não pode ser 

determinado apenas pelos sinais, evidenciando a necessidade do diagnóstico laboratorial. 

 

 

2.1.5 Epidemiologia  

 

O FeLV está amplamente distribuído pelo mundo e a prevalência da infecção depende 

de fatores como a população testada (sadios ou doentes), número de amostras e a técnica de 

diagnóstico adotada.  

No Brasil, levantamentos epidemiológicos da ocorrência da infecção apresentaram 

valores divergentes, que podem estar relacionados com as variáveis anteriormente citadas. O 

mesmo fato também foi observado em estudos epidemiológicos internacionais (tabelas 1 e 2).  

Na análise dos fatores de risco para a infecção, o acesso à rua sempre é a variável de 

maior relevância, podendo aumentar a probabilidade de infecção em até 47 vezes (GLEICH et 

al., 2009; ALMEIDA et al., 2012; COELHO et al., 2011; JORGE – JUNQUEIRA et al., 

2011). Fatores como idade, sexo e número de animais contactantes também estão 

relacionados com o aumento das chances de infecção. 

Segundo Little et al. (2009), gatos FIV positivos adultos e não castrados, que tem 

acesso à rua, tem maior chances de se infectarem pelo FeLV. Já Bande et al. (2012) 

observaram que gatos machos não castrados e que conviviam com diversos contactantes 

foram os mais acometidos pelo FeLV, enquadrando-os nos grupos de risco para a infecção. 
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No Brasil, estudos feitos em São Paulo e Rio de Janeiro tiveram em comum o acesso à rua e o 

alto número de contactantes como principais fatores de risco para a infecção (JORGE – 

JUNQUEIRA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012).  

Estudos de prevalência do FeLV são frequentemente publicados (tabela 1 e 2).  Alguns 

destes trabalhos sugerem que a prevalência da doença está diminuindo em diversas regiões do 

mundo, fato explicado possivelmente pela incorporação do teste de diagnóstico na primeira 

consulta veterinária e a vacinação dos grupos de risco (LEVY et al., 2008; MOORE et al., 

2004). Esta constatação não se aplica ao Brasil, onde os estudos evidenciam altas 

porcentagens de gatos infectados (ALMEIDA et al., 2012; MEINERZ et al., 2010; COELHO 

et al., 2011).   
 

 

Quadro 1: Ocorrência do FeLV em diversas regiões do Brasil. 

Referências N Positivos (%) Região Teste  

       COELHO et al., 2011 1.072 47,50 
Belo Horizonte -

MG 
PCR 

BARBOSA et al., 2002 125 12,50 Uberlândia - MG ELISA 

MEINERZ et al., 2010 120 38,50 
Pelotas e Rio 

Grande - RS 
IFI 

SILVA, 2007 65 10,80 Porto Alegre - RS ELISA 

JORGE – JUNQUEIRA et al., 

2011 
812 6,16 São Paulo - SP IFI 

SOUZA et al., 2002 126 17,46 Rio de Janeiro - RJ ELISA 

ALMEIDA et al., 2012 1.094 11,52 Rio de Janeiro - RJ IFI 

 

 

 

Quadro 2: Ocorrência do FeLV em diversas regiões do mundo. 

 

Referências N Positivos (%) Região Teste  

ARJONA et al., 2000 180 15,60 Madrid - Espanha ELISA 

BANDECCHI et al., 2006 203 8,40 Pisa - Itália ELISA 

GÓMEZ  et al., 1999 300 5,00 Argentina ELISA 

KNOTEK et al., 1999 727 13,20 República Tcheca ELISA 

LEVY et al., 2006 18.038 2,30 América do Norte ELISA 

LIN et al., 1995 75 1,30 Taiwan - Japão ELISA/IFI 

GLEICH et al., 2009 17.462 3,60 Alemanha ELISA 

LITTLE et al., 2009 11.144 3,44 Canadá ELISA 

BLANCO et al., 2010 96 16,70 Costa Rica ELISA 

BANDE et al., 2012 368 12,20 Malásia ELISA 
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2.1.6 Diagnóstico 

 

O diagnóstico do FeLV ainda é motivo de discordância entre os pesquisadores e 

clínicos veterinários devido muitas vezes à interpretação equivocada do resultado, que está 

intimamente relacionado ao curso de infecção do vírus. Os testes de diagnóstico disponíveis 

no mercado detectam a proteína de capsídeo p27 ou o DNA proviral integrado à célula do 

hospedeiro (DUNHAM; GRAHAM, 2008). 

A prova de ELISA e outros testes de imunocromatografia são considerados de triagem 

e detectam a p27 livre no sangue, enquanto que a IFI detecta a mesma proteína associada a 

leucócitos e plaquetas infectados, confirmando o comprometimento da medula óssea 

(HERRING et al., 2001, HARTMANN et al., 2007). A detecção de DNA proviral pela técnica 

de PCR é indicada nos casos de suspeita de infecção latente, quando a ELISA e IFI 

apresentam resultados negativos (TORRES et al., 2005; HERRING et al., 2001). 

 A compreensão das características do teste a ser utilizado no diagnóstico de FeLV é 

crítico para a interpretação do resultado. A prova de ELISA é capaz de detectar animais 

infectados a partir da quarta semana após a infecção (FLYNN et al., 2002) e é recomendada 

para triagem, uma vez que uma infecção latente não será diagnosticada por esta prova (LEVY 

et al., 2008; LUTZ et al., 2009). Esta técnica é a mais utilizada no Brasil, porém, aspectos 

como o seu custo elevado estão diretamente associados às dificuldades no diagnóstico desta 

retrovirose no País. 

Já a IFI é o teste de menor custo em diversos países, incluindo o Brasil (ALMEIDA et 

al., 2012). Suas restrições estão relacionadas aos resultados falso-negativos devido à 

leucopenia e/ou trombocitopenia e falso-positivos devido à eosinofilia e/ou má confecção do 

esfregaço sanguíneo (esfregaços espessos) (HERRING et al., 2001; LOAR, 1987).   

A PCR detecta o DNA proviral integrado em células de sangue periférico circulantes e 

da medula óssea. Recentemente, descobriu-se que o DNA proviral pode também ser detectado 

em gatos FeLV positivos ou negativos com linfomas (WEISS et al., 2010). Esta descoberta 

sugere que gatos não virêmicos, indetectáveis tanto pelas provas sorológicas quanto pela PCR 

de amostras de sangue, na verdade não eliminaram a infecção, o que antes se denominava 

“imunidade esterilizante contra infecções retrovirais” (HOFMANN-LEHMANN et al., 2008; 

FIGUEIREDO; ARAÚJO Jr, 2011).  

O diagnóstico diferencial entre FeLV e FIV é recomendado, uma vez que ambas as 

infecções são similares no que se refere às manifestações clínicas e laboratoriais e aos fatores 

de risco para a infecção, sendo importante para o prognóstico da doença e para as medidas de 

controle e prevenção para cada retrovirose. 

 

 

2.1.7 Controle e profilaxia 

 

Embora o isolamento dos gatos FeLV positivos ainda represente a melhor forma de 

controle da infecção, a vacinação também é considerada uma grande ferramenta, 

principalmente no uso combinado de programas de teste e vacinação.  

Segundo a American Association of Feline Practitioners (LEVY et al., 2008) e o 

European Advisor Board on Cat Diseases (ABCD) (LUTZ et al., 2009), há indicação da 

vacinação para o FeLV nas seguintes circunstâncias: gatos que convivem com gatos FeLV 

positivos, gatos que tem acesso à rua, gatos que vivem em abrigos com introdução rotineira de 

novos gatos e também os gatos quando filhotes, uma vez que não se sabe o estilo de vida que 

pode ser dado ao animal, como deixá-lo ter acesso à rua. Cabe ressaltar que não há indicação 

de vacinação para gatos que não foram previamente testados para o FeLV. Desta forma, 
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muitos países estão conseguindo reduzir a prevalência da infecção ao longo dos anos (LEVY 

et al., 2006; MOORE et al., 2004; HARTMANN, 2006). 

  As vacinas disponíveis no mercado utilizam vírus inativado, subunidades virais ou 

glicoproteínas do envelope viral (gp70) (LOAR, 1993; SPARKES, 2003). Uma vacina 

recombinante, que utiliza o vírus canarypox como vetor (ALVAC-FeLV) foi aprovada pelo 

United States Department of Agriculture (USDA) e introduzida no mercado americano em 

janeiro de 2012. Esta vacina expressa os genes gag (p27) e env (gp70) do FeLV, onde possui 

via de inoculação transdérmica, não havendo a necessidade de utilização de adjuvante em sua 

composição (POULET et al., 2003; GROSEMBAUGH et al., 2004). Esta vacina é conhecida 

como Purevax® Recombinant Leukemia nos Estados Unidos e Eurifel® Recombinant 

Leukemia na Europa. 

No Brasil, está disponível uma vacina com vírus inativado, a Fel-O-Vax Lv-K® (Fort 

Dodge Animal Health), que ainda possui mais quatros antígenos, protegendo para as seguintes 

doenças: Calicivirose, Rinotraquíte, Panleucopenia e Clamidiose. 

Muitos estudos sobre a eficácia das vacinas para o FeLV foram realizados, muitas 

vezes com resultados contraditórios (RICHARDS et al., 2006; HOFMANN-LEHMANN et 

al., 2008; TORRES et al., 2010). Nenhuma vacina promove 100% de proteção, não 

prevenindo para a infecção. Porém, a vacinação previne o desenvolvimento de antigenemia 

persistente, fazendo com que animais vacinados sejam menos predispostos a desenvolver 

doenças associadas ao FeLV, garantindo uma maior sobrevida (FIGUEIREDO; ARAÚJO Jr., 

2011; HOFMANN-LEHMANN et al., 2008). 

Por muitos anos, acreditou-se que os adjuvantes utilizados na vacinação para a 

Leucemia Viral Felina eram os únicos responsáveis pela indução de sarcomas no local de 

aplicação da vacina, denominados então “sarcomas pós-vacinais” (MACY; HENDRICK, 

1996; TENNANT, 2000), representando uma incidência de aproximadamente 1 a 3 casos de 

sarcoma a cada 10.000 gatos vacinados (MEHL, 2001). Entretanto, diversos estudos 

evidenciaram que os fibroblastos dos gatos podem sofrer processos inflamatórios e 

transformativos pela inoculação de diversos medicamentos (incluindo vacina com 

adjuvantes), o que mudou a denominação destes para “sarcoma em sítios de injeção” 

(BERGMAN et al., 1999; SMITH, 1995;  TENNANT, 2000).  

O uso de vacinas para o FeLV ganha importância, uma vez que o risco de gatos 

expostos ao FeLV adquirirem a infecção é maior se comparado ao risco de gatos vacinados 

desenvolverem sarcomas nos sítios de injeção. A vacinação promove sólida imunidade em 80 

a 90% dos gatos, porém, esta imunidade decresce quando os gatos são expostos 

continuamente a outros gatos infectados (NORSWORTHY, 1993). 

 

 

2.2 Tecnologia de DNA recombinante em imunodiagnóstico 

 

Para o imunodiagnóstico das infecções virais, a obtenção de antígenos para diversas 

finalidades pode ser problemática, principalmente em se tratando de vírus dos animais.  

Classicamente para este fim, os vírus foram purificados a partir de tecidos animais infectados, 

o que implicava em uma série de dificuldades práticas e bioéticas.  

O estabelecimento de culturas de células, na década de 50, tornou possível o cultivo e 

purificação de antígenos virais em escala industrial. Entretanto, ainda persistiam questões 

como o custo elevado para manutenção de células animais e a restrição de alguns tipos virais 

neste sistema hospedeiro (ARAÚJO, 2009; MAZUR et al., 2010).   

Com advento da tecnologia do DNA recombinante, a expressão de proteínas 

recombinantes tornou-se uma ferramenta importante nos estudos da estrutura, função e 

identificação de novas proteínas, principalmente com finalidades terapêuticas e diagnósticas. 
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2.2.1 Expressão heteróloga em E. coli 

 

A expressão de proteínas recombinantes em células onde elas não ocorram 

naturalmente é denominada produção heteróloga. Atualmente, uma gama de sistemas 

heterólogos estão disponíveis, como bactérias (E. coli), leveduras (S. cerevisiae, P. pastoris), 

dentre outros sistemas (GIBERTONI et al.; 2010; GELISSEN, 2000). A escolha do processo 

para síntese e purificação de proteínas recombinantes é determinada por uma variedade de 

fatores, como as propriedades biológicas intrínsecas da proteína desejada, da finalidade e sua 

obtenção, e da viabilidade econômica do método (GIBERTONI et al.; 2010).  

As bactérias, particularmente a E.coli, estão entre os sistemas mais comumente 

empregados na produção de proteínas recombinantes heterológas, sendo atualmente utilizadas 

na produção de diversas proteínas de interesse terapêutico, como a insulina e hormônio do 

crescimento humano, assim como na produção de imunobiológicos, como vacinas e testes de 

diagnósticos (CHOU, 2007; GEORGIOU; SEGATORI, 2005; CORNELIS, 2000).  Além de 

uma gama de informações a respeito de sua genética, existe um grande conhecimento sobre a 

sua fisiologia, bioquímica e biologia molecular, o que a coloca como sistema de eleição para a 

expressão de muitas proteínas heterólogas (MAKRIDES, 1996). 

Os diversos sistemas de expressão gênica utilizados na E. coli apresentam muitas 

características atrativas, como o controle da expressão gênica e estratégias que facilitam a 

purificação de proteínas, como a adição de uma cauda de poli-histidina (TERPE, 2006; 

BALAMURUGAN et al., 2010; ARAÚJO, 2009). 

 Além disto, estes sistemas proporcionam uma alta produção de proteínas 

recombinantes e a sua secreção para os compartimentos intra-celulares, incluindo o 

citoplasma, membrana interna, periplasma e membrana externa, assim como para o meio 

extracelular (CHOI; LEE, 2004; GEORGIOU; SEGATORI, 2005; CORNELIS, 2000;  LEE 

et al., 2003). A obtenção de altos níveis de expressão protéica reflete em um decréscimo no 

custo de produção, possibilitando assim a obtenção de proteínas em larga escala.  Ademais, 

esta bactéria é de fácil manipulação e apresenta versatilidade de multiplicação em meios 

bacteriológicos relativamente simples (CHOU, 2007). 

Entretanto, a E. coli possui algumas desvantagens como sistema de expressão, tais 

como a deficiência em realizar modificações pós-traducionais como a glicosilação, fazendo 

com que as proteínas recombinantes acumulem-se no citoplasma, ou formem agregados 

insolúveis (corpos de inclusão), devido a sobrecarga dos mecanismos celulares normais de 

processamento de proteínas, ocasionando a formação de interações intermoleculares 

(OLIVEIRA, et al., 2008; WEICKERT, et al., 1996). 

Muitas pesquisas relatam o sucesso de vários sistemas de expressão heteróloga com 

diferentes genes clonados, porém, cada gene apresenta suas particularidades. Muitas vezes, a 

clonagem e expressão heteróloga é realizada de forma empírica, com sistemas funcionando 

bem para alguns genes, enquanto que, para outros, o mesmo não ocorre (ALMEIDA, 2010; 

BANEYX, 1999; BANEYX; MUJACIC, 2004; MAKRIDES, 1996; SORENSEN; 

MORTENSEN, 2005a,b; WEICKERT et al., 1996). Desta forma, a escolha de um sistema de 

expressão deve ser cautelosamente estudada para se obter um nível de expressão gênica 

desejado.  

As leveduras também são usadas como sistemas hospedeiros para a clonagem e 

expressão de proteínas heterológas virais recombinantes. Estas células, como as do gênero 

Saccharomyces e Picchia, também são capazes de produzirem proteínas heterológas 

recombinantes de forma segura e econômica (FURUYAMA, 2005; GELISSEN, 2000). 

Entretanto, tal metodologia é empregada para um número bem menor de patógenos em geral, 

incluindo os vírus, se comparada com aquela que utiliza os sistemas de hospedeiros 

procariotos como E. coli (GILBERTONI, et al., 2010; ARAÚJO, 2009). Células de 
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mamíferos e de invertebrados também são utilizadas como sistemas de expressão, porém, 

ainda são poucos os estudos de sua aplicabilidade na expressão de proteínas recombinantes 

virais (ARAÚJO, 2009).  

Portanto, o uso da E.coli para expressão de proteínas recombinantes tem sido 

largamente adotado em função da sua simplicidade, alto rendimento de expressão de proteínas 

heterólogas e baixo custo.    

 

 

2.2.2 Sistema pET TOPO de expressão 

 

Dentre os diferentes vetores comerciais disponíveis para a expressão de proteínas 

recombinantes em E. coli, o sistema pET (plasmid for expression by T7 RNA polimerase, 

Novagen) ganha importância devido a promoção de elevados níveis de expressão através da 

RNA polimerase do bacteriófago T7, apresentando assim alta estabilidade e versatilidade 

combinadas a diferentes estratégias de purificação de proteínas (JONASSON et al., 2002; 

ALMEIDA, 2010).   

 As regiões alvo são clonadas no plasmídeo pET sob o forte controle transcricional do 

promotor T7, ocorrendo a expressão protéica através da indução da produção da RNA 

polimerase T7 que, por sua vez, liga-se ao promotor T7 e promove a transcrição do gene alvo. 

Essa RNA polimerase é tão ativa e seletiva que quase toda a maquinaria da bactéria é 

convertida para a expressão do gene de interesse (JONASSON et al., 2002). O produto 

desejado pode corresponder a mais de 50% das proteínas bacterianas, após poucas horas de 

indução do cultivo. Outro importante benefício desse sistema é sua habilidade em manter 

genes transcricionalmente silenciados no período antes da indução, o que permite o 

crescimento bacteriano, já que, muitas vezes, a proteína de interesse é tóxica para a célula, 

dificultando ou impedindo o metabolismo celular normal (JONASSON et al., 2002; 

ALMEIDA, 2010).  

Diante do exposto, a tecnologia de DNA recombinante é um procedimento promissor 

para o desenvolvimento de antígenos virais aplicados em ensaios imunológicos, assim como 

nas preparações vacinais contra vírus em geral, e estão diretamente relacionados à utilização 

de técnicas de engenharia genética que envolva a clonagem e a expressão dos genes 

codificadores das proteínas virais. 

Como a maioria das técnicas de diagnóstico para a infecção pelo FeLV é baseada na 

detecção da p27, esta tecnologia pode representar uma alternativa viável para produção e 

purificação a obtenção deste antígeno. 

 

 

2.3 A Tecnologia IgY 

 

2.3.1 A descoberta da IgY 

 

A IgY é uma imunoglobulina descrita pela primeira vez em 1893 por Klemperer,  que 

observou que galinhas imunizadas eram capazes de produzir anticorpos detectáveis em gemas 

dos ovos, bem como no seu sangue. Na época, acreditava-se que as concentrações de IgY 

eram semelhantes tanto no sangue quanto na gema do ovo (KLEMPERER apud NARAT, 

2003). 

A IgY era chamada de IgG aviária, até que foi denominada IgY devido às descobertas 

de características peculiares desta imunoglobulina quando comparadas a IgG de mamíferos. 

Evidências físico-químicas e antigênicas demonstraram que a IgY ocorre nas classes dos 
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anfíbios, répteis e aves, diferentemente da IgG, exclusiva de mamíferos (WARR et al., 1995; 

ROSE et al., 1974).  

Somente após décadas é que o conceito “Tecnologia IgY” foi criado, sendo definido 

pela obtenção da imunoglobulina Y, a partir da gema do ovo (STAAK, 1996). O interesse 

pela IgY vem crescendo nas últimas décadas, principalmente a partir da década de 90, quando 

esta tecnologia teve reconhecimento internacional e foi oficialmente aprovada pela 

comunidade européia como método alternativo para o bem-estar animal (CHACANA et al., 

2004). Desde então, diversas publicações têm reportado muitos aspectos desta tecnologia (JIN 

et al., 2013; PARMA et al., 2011; SILVA; TAMBOURGI, 2010; SCHADE et al., 2005). 

Dentre os três isotipos de imunoglobulinas de aves (IgY, IgM e IgA),  a IgY é a de 

maior abundância no soro, com concentrações próximas de 15 mg/mL em galinhas poedeiras, 

contrastando com as concentrações de IgM, que variam entre 1 a 3  mg/mL, e de IgA, que 

variam entre 0,3 a 0,5 mg/mL (SPILLNER et al., 2012).   Uma consideração importante a ser 

feita é que encontramos IgY somente na gema do ovo, enquanto que as IgA e IgM, estão 

presentes na clara do ovo (ROSE et al., 1974). 

O desenvolvimento alternativo de anticorpos que possam ser utilizados no 

imunodiagnóstico e na terapia de doenças é faz necessário, uma vez que a obtenção de anticorpos de 

animais encarece a pesquisa clínica e causa, geralmente, o sacrifício dos animais envolvidos 

(SPILLNER et al., 2012). O uso de galinhas imunizadas como fonte de anticorpos traz inúmeras 

vantagens para a produção de anticorpos policlonais, como, por exemplo, obtenção de anticorpos 

mediante técnicas não invasivas, maior concentração de anticorpos encontrados na gema do ovo de 

galinha, bem como uma maior estabilidade protéica, comparando-se à IgG de mamíferos 

(SCHADE, 2001; GUIMARÃES et al., 2008; SPILLNER et al., 2012). 

 

 

2.3.2 Estrutura molecular da IgY 

 

Apesar da IgY apresentar características e funções similares à IgG, existem diferenças 

estruturais entre estas imunoglobulinas, fazendo com que a IgY possua propriedades 

bioquímicas peculiares (SPILLNER et al., 2012). De forma análoga à IgG, a estrutura da IgY 

é composta de duas cadeias leves (L – light) e duas cadeias pesadas (H – heavy), que são 

ligadas por pontes dissulfeto, apresentando peso molecular em torno de 180 kDa (BIZANOV 

et al., 2004; JIN et al., 2013), podendo ser visualizada na figura 2.  

 A cadeia leve da IgY, cujo peso molecular corresponde a aproximadamente 25 kDa, 

consiste de um domínio variável (VL), e um domínio constante (CL), similar à IgG de 

mamífero. Entretanto, a ligação dissulfeto intracadeia entre o domínio VL e o domínio CL da 

cadeia leve, que estabiliza a estrutura da cadeia leve da IgG de mamífero, é ausente na cadeia 

leve da IgY, tornando as forças intramoleculares da IgY mais fracas que as da IgG de 

mamífero (SHIMIZU et al., 1993; VASCONCELOS, 2010; SILVA; TAMBOURGI, 2010). 

A cadeia pesada da IgY possui peso molecular em torno de 68 kDa, com um domínio 

variável (VH) e quatro domínios constantes (CH1, CH2, CH3 e CH4), diferentemente da IgG 

de mamífero, que apresenta três domínios constantes (CH1, CH2 e CH3) (CHALGHOUMI et 

al., 2009). Na cadeia pesada da IgG, os domínios CH1 e o CH2 são separados pela região de 

dobradiça, que permite considerável flexibilidade ao fragmento Fab (porção com atividade de 

ligação ao antígeno).  Devido à ausência da região de dobradiça, a molécula de IgY é mais 

rígida quando comparada à IgG, conferindo uma maior estabilidade em relação à 

fragmentação ou degradação protéica (SPILLNER et al., 2012; SILVA; TAMBOURGI, 2010; 

WARR et al., 1995). Porém, os resíduos de prolina e glicina existentes entre as regiões CH1- 

CH2 e CH2- CH3 possibilitam a flexibilidade limitada do fragmento Fab da IgY (NARAT, 

2003; CHALGHOUMI et al., 2009). 
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Figura 2: Representação da IgG de mamífero e IgY aviária. A seta indica a região de dobradiça, 

presente somente na IgG. Adaptado de Greunke et al. (2008). 

 

 

 

2.3.3 Aplicações da IgY na Medicina Veterinária e Humana 

 

Uma série de vantagens credenciam a IgY como anticorpo de eleição para inúmeros 

campos da pesquisa (SCHADE et al., 2005). Imunoensaios como ELISA e radioimunoensaios 

(RIA) empregando IgY vêm sendo utilizados na detecção e quantificação de proteínas e 

peptídeos na pesquisa básica clínica. Os anticorpos IgY tem sido usados com sucesso na 

imunohistoquímica para detecção de antígenos virais, bacterianos, de origem animal e 

vegetal, na pesquisa de parasitas intestinais em animais domésticos e na contaminação de 

alimentos por toxinas ou drogas (HUOPALAHTI et al., 2007). 

Esta aplicação não está restrita somente ao imunodiagnóstico. Durante a década 

passada, a IgY passou a ser empregada em um novo contexto, como “alimento funcional”. 

Muitas pesquisas relatam a importância da IgY na imunotepia, podendo ser citada a sua 

utilização como terapia alternativa contra patógenos entéricos resistentes aos antibióticos 

convencionais (CARLANDER et al., 2000), no tratamento de  fibrose cística, da colite e da 

doença celíaca, de doenças de peixes, de envenenamentos e na prevenção da cárie dentária 

(HUOPALAHTI et al., 2007; SMITH et al., 2001; KOLLBERG et al., 2003). Uma variedade 

de pesquisas utilizando a IgY foram descritas, como pode ser observado no quadro 3. 
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Quadro 3: Aplicação da IgY no imudodiagnóstico e/ou na imunoterapia de humanos e animais. 

Patógeno/Patologia Efeito Referências 

 

Candida albicans 
 

Inibição da aderência e formação de 

biofilme 

 

FUJIBAYASHI et al., 

2009. 

 

Vibrio cholerae 
 

Imunização passiva de camundongos 

lactantes 

 

HIRAI et al., 2010. 

 

Enterovírus humano 

tipo 71 

 

Redução da morbidade e mortalidade em 

camundongos infectados 

 

LIOU et al., 2010. 

 

Influenza A (H1N1)  
 

Neutralização da infectividade viral 
 

TSUKAMOTO et al., 

2011. 
 

Salmonella enteritidis 

e S. thyphimurium 

 

Inibição do crescimento in vitro 
 

LEE et al., 2002. 

 

Parvovirus canino 
 

Detecção viral em fezes de cães infectados 

através de provas sorológicas 

 

GUIMARÃES et al., 

2008. 
 

Staphylococcus aureus 
 

Tratamento de mastite estafilocócica 

bovina 

 

ZHEN et al., 2009. 

 

Botrops jararaca 
 

Produção de antiveneno botrópico 
 

ARAÚJO, 2007. 

 

Listeria 

monocytogenes 

 

Inibição do crescimento em alimentos 
 

SUI et al., 2011. 

 

Rejeição à 

xenotransplante 

 

Inibição da rejeição ao xenotransplante 

suíno-humano 

 

FRYER et al., 1999. 

 

 

 

2.3.4 Protocolos de imunização com a IgY 

 

As aves são capazes de produzir anticorpos com alta avidez logo após a primeira 

imunização. Entretanto, este resultado depende de algumas variáveis, as quais incluem o tipo 

de antígeno (dose e peso molecular), o adjuvante empregado, a via de administração, a 

genética do animal e o tipo de criação (GUIMARÃES et al., 2008). A concentração do 

antígeno pode variar entre 0.10-1.0 mg, em casos especiais 10 μg, variando com o tipo de 

adjuvante a ser utilizado. O volume das inoculações varia entre 0.5-1.0 mL e a via de 

administração mais indicada é a intramuscular, preferencialmente no músculo do peito 

(CHANG et al., 1999; GUIMARÃES et al., 2008). Em caso de imunizações pela via 

endovenosa, o antígeno deve ser injetado na sua forma solúvel (não associado ao adjuvante) e 

vagarosamente, evitando-se assim um choque anafilático (SCHADE et al., 2005). 

 O intervalo entre as imunizações é outro fator de relevância para a magnitude e 

duração da resposta imune dirigida pela imunização das aves. Diferentes protocolos são 

utilizados, variando em intervalos de 7, 14, 24 e até 48 dias, dependendo da imunogenicidade, 

dose, e outros fatores do antígeno e do adjuvante a ser inoculado (SCHADE et al., 2005; 

LEVÉSQUE et al., 2007; RANGEL et al., 2010). Estes fatores também são considerados 
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quanto à escolha do número de imunizações que serão necessárias para a produção dos 

anticorpos. O mais importante é que os intervalos e o número de imunizações sejam 

suficientes para produzir células de memória (SCHADE et al., 2005; GUIMARÃES et al., 

2008; BERNARDO, 2009). 

 

 

2.3.5 Adjuvantes empregados na imunização de galinhas 

 

Adjuvantes são substâncias imunopotencializadoras, que promovem efeito vacinal de 

maior duração, com resposta de produção de anticorpos mais rápida e necessitando de uma 

quantidade menor de antígeno, podendo assim, diminuir os custos na produção de vacinas 

(AUDIBERT, 2003; AUDIBERT; LISE, 1993).   

O seu efeito de depósito é caracterizado pela lenta liberação do antígeno, retardando 

sua absorção e destruição, e consequentemente prolongando o tempo do estímulo 

imunológico. Além disso, potencializam a apresentação de antígenos pelas células 

apresentadoras de antígeno (APCs) e induzem a maturação de células dendríticas através da 

ativação de células T (PLOTKIN; ORENSTEIN, 2004). 

Os adjuvantes apresentam diversos mecanismos de ação e devem ser selecionados 

baseados na rota de administração e na imunidade requerida pelo tipo de vacina em particular.  

O seu emprego nas imunizações é particularmente importante quando o antígeno possui baixa 

imunogenicidade (GUPTA; SIBER, 1995; RESENDE et al., 2004). Isto se aplica 

principalmente aos antígenos constituídos por subunidades de peptídeos e peptídeos 

recombinantes, cuja estrutura e conformação são menos complexas que vírus e bactérias 

intactos inativados. Isto também implica no requerimento de uma menor quantidade de 

antígeno para a estimulação de resposta imune efetiva e duradoura, bem como a competição 

entre antígenos (RESENDE et al., 2004; SINGH; O’HAGAN, 2002). 

O adjuvante considerado padrão ouro para a indução da resposta imune específica em 

aves é o adjuvante completo de Freund (CFA). Este adjuvante é constituído por uma emulsão 

oleosa contendo micobactérias mortas pelo calor e ressecamento (LÉVESQUE et al., 2007). 

Porém, devido à sua associação aos efeitos adversos, como a formação de granulomas e 

necrose tecidual no local de inoculação, recomenda-se sua associação ao adjuvante 

imcompleto de Freund (IFA), onde alguns componentes das micobactérias são removidos, 

diminuindo estes efeitos indesejáveis, tendo como consequência uma menor indução de 

resposta (LÉVESQUE et al., 2007; CHALGHOUMI et al., 2009). 

Outro adjuvante promissor para uso em vacinas são os oligodesoxinucleotídeos 

contendo C-fosfato-guanosina, conhecido como CpG-ODN (KLINMAN et al., 1999; HEMMI 

et al., 2000; COOPER et al., 2004). Os oligonucleotídios de CpG são importantes na 

estimulação do sistema imune, visto que induzem a produção de IL-6, IL-12 e IFN-γ por 

células Natural Killer, linfócitos B e T CD4+ e secreção de imunoglobulinas em murinos 

(KLINMAN et al., 1996; KRIEG et. al., 1995). Estas sequências CpG imunoestimulatórias 

são originadas de DNA bacteriano, não metiladas com dinucleotídeos CpG flanqueados por 

purinas e pirimidinas, diferentemente do DNA de vertebrados. Tais seqüências podem estar 

presentes em plasmídios bacterianos ou estarem associadas ao plasmídio recombinante para 

aumentar a efetividade de uma vacina (KANO et al., 2007, COBAN et al. 2005). O sistema 

imune de vertebrados detecta a presença do DNA CpG estranho pela ligação com o receptor 

Toll-like (TLRs) das células APCs e liberação de citocinas, os quais estimulam a resposta 

imune adquirida (KANO et al., 2007; SINGH; O’HAGAN, 2002). 

O efeito das sequências CpG é influenciado pela presença do antígeno e liberação do 

DNA (SINGH et al., 2000; COBAN et al., 2005). Pesquisas demonstraram a capacidade do 

CpG induzir uma reposta do tipo Th1, conferindo proteção a camundongos infectados com 
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cepa moderadamente virulenta de Toxoplasma gondii (EL-MALKY et al., 2005). Lévesque et 

al. (2007), concluíram que o uso de CpG na imunização das frangas resultou em um aumento 

de até 480% da concentração de anticorpos específicos presentes na gema, embora ocorresse 

um pequeno aumento nos custos do procedimento. Segundo Zhang et al. (2003), bovinos 

imunizados com MSP2, uma proteína de superfície do Anaplasma marginale, combinada com 

alúmen e CpG,  desenvolveram altos títulos de IgG1 específicos. Além disso, a proliferação 

específica de linfócito e a freqüência de células produtoras de IFN-γ também aumentaram 

significativamente nos animais tratados com antígeno e CpG, indicando que esse último é um 

adjuvante eficiente para estimulação tanto de resposta humoral quanto mediada por células 

dos sistema imune dos bovinos.  

 

 

2.3.6 Métodos de purificação da IgY 

 

Vários métodos de purificação da IgY da gema de ovos são citados na literatura, e 

podem ser usados em combinação, de acordo com a quantidade, grau de pureza e atividade 

biológica desejadas (CHACANA et al., 2003; SCHADE et al., 2005).  

Um método de purificação é considerado eficiente quando é capaz de separar a IgY de 

outras proteínas contidas na fração solúvel da gema, o que e feito após a extração dos 

lipídeos.  A IgY é transportada ativamente pelo epitélio folicular do ovário para a gema por 

um processo mediado por receptores, estando isolada das demais classes de anticorpos 

presentes no ovo e sendo a única classe de imunoglobulinas presente na gema (MORRISON 

et al., 2001). 

Desta forma, existem diferentes métodos de purificação da IgY descritos, como por 

exemplo a precipitação com sal, cromatografia, diluição da gema em água acidificada, 

ultrafiltração, dentre outros métodos, podendo ser combinados para atingir um maior grau de 

pureza da IgY isolada (POLSON et al., 1980; AKITA; NAKAI, 1992; HORIKOSHI et al., 

1993; CHANG et al., 2000; BIZANOV et al., 2006). O método de precipitação com sal 

envolve o uso de sulfato de amônio, sulfato de sódio, polietilenoglicol (PEG) ou ácido 

caprílico (CHACANA et al., 2003; GUIMARÃES et al., 2008; MCLAREN et al., 1994). 

O PEG é um polímero de alto peso molecular, oriundo do etileno glicol, e apresenta a 

vantagem de ser manipulado a temperatura ambiente sem risco de desnaturação do anticorpo, 

sendo considerado o método padrão de precipitação da IgY (POLSON et al., 1980). Ademais, 

é um dos melhores métodos para a obtenção de IgY de alto grau de pureza  (AKITA; NAKAI, 

1993;  POLSON et al., 1980).  

Segundo Meulenaer e Huyghebaert (2001), a cromatografia de afinidade em coluna é 

o método de purificação de IgY que apresenta melhor eficiência. Contudo, a eluição 

empregada pode apresentar efeito deletério sobre a atividade do anticorpo (CARROL et al., 

1992). Outro aspecto desvantajoso está relacionado ao seu alto custo, inviabilizando sua 

utilização em larga escala (SVENDSEN et al., 1995). 

A técnica da diluição em água ácida, incluindo a correção do pH e/ou o ciclo de 

congelamento, também é bastante empregada, já que utiliza poucos compostos químicos, 

reduzindo assim o custo e o número de etapas do processo. Desta forma, permite a sua 

utilização em escala industrial e havendo reutilização do restante da gema como produto e 

comestível ou para fracionamento de outros componentes biologicamente ativos (AKITA; 

NAKAI, 1993; ARAÚJO, 2009). 

A escolha do método empregado para a purificação da IgY vai depender não somente 

das vantagens intrínsecas de cada técnica, mas também da estrutura de cada laboratório. 
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2.3.7  A Tecnologia IgY no imunodiagnóstico do FeLV 

 

Em relação à tecnologia convencional de produção da IgG, existem diversos aspectos 

vantajosos da utilização da IgY como imunobiológico na pesquisa biomédica, na medicina 

veterinária e humana, a saber: 

 

A. Estabilidade:  a IgY é mais termoestável, podendo ser estocada em solução salina 0,85% 

a 4ºC com 0,02% de azida sódica, por até 10 anos. Anticorpos biotinilados e purificados por 

imunoafinidade mantiveram sua reatividade estocados a 4 ºC, por cinco anos.  Até mesmo no ovo, 

in natura, estocado a 4ºC, preserva sua atividade, por pelo menos seis meses (OLOVSSON; 

LARSSON, 1993). A IgY também é estável à temperatura de congelamento, permanecendo viável 

por mais de cinco anos (SHIMIZU et al., 1988). FU et al. (2006) também demonstraram que a IgY 

pode ser liofilizada e as propriedades físicas, biológicas e de neutralização se mantêm. A IgY 

também se apresenta estável em processos de pasteurização a 60ºC (SHIN et al., 2002) e em 

condições alcaninas, permanecendo viável em pH 11, porém, sofrendo degradação quase completa 

em pH 12 (SHIMIZU et al., 1992;  SHIMIZU et al., 1993). 

 

B. Rendimento: o rendimento de IgY é, em geral, muito superior ao da IgG proveniente de 

mamíferos (JIN et al., 2013; GUIMARÃES et al., 2008). Enquanto a concentração  total de 

anticorpo adquirida em um coelho, após a sangria total, está em torno de 200mg IgG/40 mL de 

sangue, pode-se alcançar uma concentração de IgY que varia de 50 a 100mg/ovo (SILVA; 

TAMBOURGI, 2010; SCHADE et al., 2005). Mine e Kovacs-Nolan (2002) relataram que as 

concentrações de IgY podem alcançar de 100 a 150 mg/ovo, o que renderia cerca de 40 g de IgY/ 

ano, uma vez que uma galinha produz geralmente cerca de 280 ovos em um ano.  

 

C. Distanciamento filogenético: a distância evolutiva entre aves e mamíferos faz com que os 

antígenos de mamíferos inoculados em aves gerem uma resposta imune mais forte e duradoura, com 

elevada afinidade e avidez (SPILLNER, et al., 2012; BERNARDO, 2009).  Estas proteínas de 

mamíferos ativam mais intensamente o sistema imune da ave por serem detectadas como proteínas 

estranhas, que podem ainda detectar mais epítopos nestes tipos protéicos que o sistema imune de 

mamíferos (RODRIGUES, 2009; WOOLEY; LANDON, 1995). Portanto, são necessárias menores 

concentrações de antígenos inoculados e frequências de imunização, quando comparados ao mesmo 

protocolo em mamíferos (ROSOL et al., 1993; WOOLLEY; LANDON, 1995).   

 

D. Incapacidade da ativação do complemento de mamíferos: a IgY não ativa o 

complemento, ao contrário da  IgG de mamífero. Esta ativação pode interferir nos resultados de uma 

prova sorológica, já que componente C4 ativado pode ligar-se ao fragmento Fab da IgG, podendo 

interferir com a ligação do antígeno e gerar resultados inconclusivos ou negativos falsos 

(CAMPBELL et al., 1980; SCHADE et al., 2005). 

 

E. Ausência de afinidade com fatores reumatóides: fatores reumatoides são autoanticorpos 

presentes na circulação sanguínea, que reagem com a fração Fc de IgG de mamíferos, causando na 

maioria das vezes a artrite reumatóide. Em testes de imunodiagnóstico, os fatores reumatóides 

podem se ligar à fração Fc de anticorpos utilizados nos testes, formando imunocomplexos, 

mimetizando a atividade antigênica e resultando em testes positivos falsos (GREUNKE et al., 2006; 

GUIMARÃES et al., 2008; ARAÚJO, 2009). Como a IgY não contém o domínio da fração Fc 

responsável pela ligação aos fatores reumatóides, elas não causam resultados falso-positivos. 

Larsson et al. (1991) compararam a IgG e IgY utilizados na fase sólida de um ELISA sanduíche 

mostrando que quando se utilizava IgG, havia reações positivas falsas nos testes, o que não 
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acontecia quando se utilizava a IgY. O fato da IgY não ter afinidade por fatores reumatóides elimina 

a possibilidade de reações inespecíficas, como os resultados positivos falsos em provas sorológicas.   

 

F. Ausência de afinidade com receptores celulares de Fc de anticorpos: a região Fc da IgG 

tém um domínio responsável pela ligação a receptores celulares, que em cultivos de células esta 

interação pode ativar as células, alterando a expressão de algumas proteínas  de superfície, 

interferindo na pesquisa de outras proteínas de superfície na citometria de fluxo, bem como em 

provas sorológicas, como a imunohistoquímica (LINDAHL et al., 1992). O mesmo não ocorre com 

a IgY, que não apresentam esta afinidade com receptores celulares de Fc de anticorpos, sendo 

indicada como anticorpo primário em  ensaios envolvendo componentes celulares (ROSOL et al., 

1993; SCHIMIDT et al., 1993; MOTOI et al., 2005; BERNARDO, 2009).   

 

G. Ausência de afinidade com receptores bacterianos para Fc: As proteínas A e G estão 

presentes em bactérias, o que pode levar a reação cruzada com anticorpos utilizados em provas 

sorológicas para a detecção de bactérias, acarretando em resultados positivos falsos (SILVA; 

TAMBORUGUI, 2010; SCHADE et al., 2005; GUIMARÃES et al., 2008). Jin et al  (2013) 

comprovaram que a IgY não se liga às proteínas A e G, não interferindo, portanto, no 

desenvolvimento de testes imunológicos para a identificação de enterotoxinas estafilocócicas 

presentes em amostras de leite e derivados.  

 

H. Bem estar animal: o método de obtenção dos anticorpos policlonais das aves é um 

método não invasivo. Uma vez que a maior concentração de IgY é encontrada na gema do ovo, não 

há necessidade de coletas por via parenteral, não causando estresse do animal e, principalmente, 

dispensando a sangria total para a obtenção de um maior volume de amostra, como o que ocorre em 

coelhos (GUIMARÃES et al., 2008; SPILLNER et al., 2012). Como a coleta de ovos é um método 

simples e não invasivo, há redução no número de animais utilizados na produção de anticorpos 

(GOTTSTEIN; HEMMELER, 1985).  

 

I. Viabilidade econômica: aves como fonte de anticorpos policlonais implica em 

procedimentos mais econômicos dos que os realizados em mamíferos (GUIMARÃES et al., 2008; 

SOTIROPOULOU et al., 2012). O manejo de galinhas é considerado simples e relativamente 

barato, principalmente quando conjugado com sistemas automatizados de alimentação, o que 

diminui custos devido à redução do número de trabalhadores necessários (BERNARDO, 2009).  

 

Entretanto, algumas desvantagens desta tecnologia devem ser citadas. A alta concentração 

de lipídios na gema do ovo pode interferir em métodos de purificação baseado em afinidade 

(VERDOLIVA et al., 2000).  Outro ponto a ser discutido é a diminuição da atividade da IgY em pH 

ácido (pH <3,5), havendo mudança conformacional e dano na porção Fab, incluindo o local de 

ligação ao antígeno (SHIMIZU et al., 1992;  SHIMIZU et al., 1994; SPILLNER et al., 2012). Esta 

mudança conformacional também é atribuída ao menor número de ligações dissulfeto 

intramoleculares, se comparada a IgG (SHIMIZU et al., 1992).  A IgY também é sensível a ação da 

pepsina em pH ligeramente ácido, perdendo 63% da sua atividade  em pH 4 em períodos de 

incubação acima de  quatro horas (HATTA et al., 1993). 

Mesmo com as características negativas acima mencionadas, a tecnologia de IgY ainda é 

um método promissor para a obtenção de anticorpos em animais. Logo, apesar da produção de 

anticorpos ainda predominar em mamíferos, nas aves, na maioria das vezes, encontram-se 

vantagens, tais purificação relativamente simples; e maior facilidade de manejo dos animais e baixo 

custo (LOSSO et al., 1993). O rendimento de anticorpos obtidos também é uma das 

características mais relevantes desta tecnologia, o que indica a facilidade e a viabilidade de 

utilizar a IgY para fins diagnósticos e terapêuticos, como já ocorre em imunizações passivas 
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para o controle e tratamento de gastroenterite viral causada por rotavírus e norovírus em 

humanos (DAI et al., 2012), bem como para a prevenção contra o Cryptosporidium parvum 

em animais e humanos (SHAHBAZI et al., 2012), dentre uma infinidade de aplicações.   

Portanto, a obtenção de anticorpos aviários específicos para o FeLV, conjugados  a corantes 

fluorescentes e/ou enzimas, além de ser  bioeticamente interessante, poderá possibilitar o 

desenvolvimento de imunoensaios para a pesquisa e diagnóstico da Leucemia Viral Felina. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3. 1. PRODUÇÃO DA p27 RECOMBINANTE 

 

 

3.1.1. Bioinformática  

 

Para clonagem e posterior expressão da proteína p27 recombinante do FeLV (r-p27), 

preliminarmente, foram desenvolvidos estudos de bioinformática para obtenção e análises das 

sequências nucleotídicas homólogas da região codificante desejada. A obtenção da sequências 

nucleotídicas da p27 foi realizada por meio da página da internet 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. 

A partir da identificação dos números de acesso das sequências nucleotídicas da p27 

depositadas no Genbank (números de acesso: AF052723; K01803; JF957361; JF957363; 

AB673431; M18247), o programa Vector NT Advance (TM) 11.0 (Invitrogen) foi empregado 

para análises de conservação, tamanho, fase de leitura e tradução.  

Esta análise possibilitou o desenho dos oligonucleotídeos, necessários para a 

amplificação molecular desta região, a partir de DNA proviral.  O programa PRIMER-

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) foi utilizado para o desenho e 

otimização dos oligonucleotídeos baseados na sequência nucleotídica da p27 depositada no 

Genbank, n
o
 de acesso AF052723. Esta sequência foi adotada, uma vez que a análise 

bioinformatizada indicou alta conservação entre as sequências analisadas. 

 

 

3.1.2. Clonagem Molecular da Região Codificante da p27 

 

 

Amplificação molecular da região alvo 

 

O DNA proviral do FeLV foi gentilmente cedido pelo responsável do Laboratório de 

Diagnóstico Molecular da Unesp-Botucatu, Dr. João Pessoa Araújo Júnior, na forma de DNA 

genômico total purificado de neutrófilos de um gato FeLV positivo.   

 A técnica da PCR foi empregada para amplificação da região codificante da proteína 

de capsídeo p27 (região alvo) utilizando-se 1 ng do DNA proviral cedido, quantificado em 

Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Inc - EUA). 

A reação foi feita utilizando termociclador TGradient (Biometra®) e para esta 

finalidade foram utilizados os oligonucleotídeos 5’ CACCATGCCCTTGAGGGAGGG 3’ 

(senso) e 5’ CAGAACTTTAGTCATCTCCTTGTGG 3’ (anti-senso).    

O protocolo para amplificação foi realizado com um ciclo inicial de 94 ºC durante 5 

minutos, para desnaturação do DNA genônico, seguido de 35 ciclos de: (i) desnaturação do 

DNA a 94 ºC durante 30 segundos, (ii) anelamento a 55 ºC durante 30 segundos e (iii) 

extensão a 68 ºC durante 60 segundos. A extensão final foi realizada a 68 ºC durante 7 

minutos. A reação de PCR foi realizada com tampão Tris-SO4 600 mM (pH 8,9), dNTPs 10 

mM, MgSO4 50 mM, 10 ρmol de cada oligonucleotídeo e 1U  da DNA polimerase Platinum® 

Taq High Fidelity (Life Technologies™), em volume final de 25 μL de reação. 

Para avaliação dos produtos da PCR foi feita a eletroforese em gel de agarose a 1% em 

TAE (anexo A.1), com voltagem de 100 volts durante 1 hora, e o gel corado com brometo de 

etídeo a 10 μg/mL por 10 minutos, e visualizado em transiluminação UV. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Ligação da região alvo ao vetor de expressão 

 

O DNA alvo foi purificado com o uso de kit comercial (PureLink
TM

 gel extraction, 

Invitrogen),  a partir da banda com o tamanho molecular esperado (~744 bp) removida do gel 

de agarose, após eletroforese do produto da PCR. Após a extração, o DNA alvo foi 

quantificado, utilizando-se espectrofotômetro Nanodrop ND-1000. 

 Para clonagem molecular, o vetor adotado foi o plasmídeo Champion™ pET101 

Directional TOPO® (Invitrogen) (figura 3). Suas principais características são uso da 

topoisomerase unida às extremidades, das quais uma (5´) com segmento de fita simples para 

ligação unidirecional. O vetor apresenta um promotor de regulação gênica forte (do 

bacteriófago T7), a presença de um gene de resistência à ampicilina e a sequência codificante 

de 6 resíduos de histidina a 3´ (“cauda de histidina”).  A cauda de histidina adicionada à 

extremidade caboxi-terminal da proteína recombinante confere afinidade ao níquel presente 

nas colunas com resina de sulfato de níquel utilizadas para purificação de proteínas por IMAC 

(Immobilized Metal ion Affinity Chromatography).  

Para a clonagem molecular, foi realizada a ligação do DNA alvo purificado ao vetor 

plasmidial, de acordo com as recomendações do fabricante. Em suma, uma mistura de ligação 

foi feita adicionando-se 2 ng DNA alvo purificado (p27), 1 µL NaCl 4M,  0,5 µL vetor (0,25 

ng) e 6,5 µL água WFI, que foi incubada por 10 minutos TA e preservada a -20 
o
C, até o 

momento de uso. 

 

 

 
Figura 3: Mapa do vetor pET 101/D-TOPO apresentando a origem de replicação (ori), o repressor lac (lacl), o 

gene de resistência à ampicilina (Ampicillin) e o sítio de múltipla clonagem, contendo o promotor T7, local de 

expressão da cauda de poli-histidina e extremidade coesiva para ligação do inserto e ação da topoisomerase (Life 

Technologies™). 
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Preparo de células eletrocompetentes  

 

Para seleção de clones bacterianos recombinantes com o plasmídeo ligado à região 

alvo, e posterior expressão da r-p27, foram preparadas células E. coli TOP10 e BL21 Star 

(Invitrogen),  ambas eletrocompetentes. 

Os procedimentos para o preparo de células eletrocompetentes E. coli foram de acordo 

com o protocolo adaptado de Sambrook e Russel, 2001 

Inicialmente, uma colônia isolada de E. coli TOP10 foi semeada em meio LB líquido 

(Luria Broth) (anexo B) a 37 ºC, overnight, sob agitação constante de 200 rpm (pré-inóculo 

saturado). Um novo cultivo foi realizado na diluição de 1:100 em meio LB até obtenção da 

OD600nm 05-06 (30ºC/200 rpm). A cultura foi incubada em gelo por 15 minutos e 

centrifugada a 3220 x g a 4 ºC por 20 minutos (Eppendorf® 5810R, rotor A-4-62). O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi ressuspendido em água WFI estéril a 

4ºC no volume original da cultura. O material foi novamente centrifugado, ressuspendendo o 

precipitado celular em água na metade do volume original da cultura. 

Uma nova etapa de centrifugação foi realizada, ressuspendendo o precipitado celular 

resultante em glicerol 10% estéril gelado na concentração de 1:50 do volume inicial de 

cultura. O material foi novamente centrifugado e o precipitado celular ressuspendido em 

glicerol 10% estéril gelado em volume de 1:500 do volume de cultura original. 

As células eletrocompetentes foram aliquotadas em alíquotas de 120 μL e logo após 

foi realizado o congelamento rápido (dióxido de carbono sólido e álcool etílico 70%, 

temperatura em torno de - 45 ºC) para o armazenamento a -70 ºC. 

O mesmo procedimento foi realizado para a E. coli BL21 Star, empregada para a 

expressão da proteína recombinante.   

 

 

Transformação em E. coli 

 

A transformação do plasmídeo recombinante (pET101+DNA alvo) em E. coli TOP10 

eletrocompetente foi realizada por eletroporação. Este método consiste na aplicação de pulsos 

elétricos curtos de alta voltagem que aumentam o potencial de transporte de membrana, 

promovendo uma formação transitória de poros o qual permite a entrada do plasmídeo 

recombinante na célula.  Com esta finalidade, 5 µL da mistura da reação de ligação foram 

transferidas para uma cubeta de 0,2 cm de espessura entre os eletrodos (Bio-Rad®). O 

material foi submetido a uma descarga elétrica por cerca de 5 ms (2,5 kV, 25 μF e de 200 Ω), 

em um eletroporador (Gene Pulser® II, Bio-Rad®). 

Para a recuperação das células após a eletroporação, as mesmas foram adicionadas em 

900 μL de LB e incubadas a 37 ºC por 1 hora, sob agitação de 200 rpm, e em seguida 

centrifugadas a 20.817 x g a 4 ºC (Eppendorf® 5417R, rotor F45-30-11).  

O precipitado celular obtido foi ressuspendido em 100 μL de LB e cultivado, com 

auxílio de alça de Drigalski, em placa de Petri em LB sólido suplementado com ampicilina a 

100 μg/mL (LB-amp), que foi incubada a 37 ºC, overnight, para seleção dos clones 

recombinantes.   

 

 

Seleção de clones bacterianos recombinantes  

 

Os clones bacterianos transformados em E. coli TOP10, representados pelas colônias 

que cresceram na placa com LB-amp sólido, foram inoculados em 5mL de LB-amp,  

incubados a 37 ºC, overnight, e o seu DNA foi extraído com o kit Wizard® Plus SV 
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Minipreps DNA Purification System (Promega) para sequenciamento automático do gene, 

conforme instruções do fabricante. 

Em seguida, alíquotas dos DNAs extraídos foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose a 1%, sob voltagem constante (15 V por cm de gel), em tampão contendo azul de 

bromofenol e glicerol (anexo A.2) e meio tamponado com TAE, juntamente com o DNA do 

PET-101 recircularizado (“vazio”), como marcador de peso molecular. Os géis resultantes 

foram corados com brometo de etídio a 10 μg/ mL, para visualização das bandas de DNA, sob 

transiluminação UV.  

Baseados no tamanho dos fragmentos de DNA observados em comparação ao DNA 

do plasmídeo recircularizado, foi possível detectar os prováveis clones recombinantes 

desejados, que localizaram-se acima da banda do plasmídeo recircularizado, utilizado como 

marcador de peso molecular. 

 

 

Sequenciamento e análise das sequências clonadas  

 

Dois clones bacterianos recombinantes, denominados clone 12 e 13, foram 

selecionados da forma acima descrita, para o sequenciamento nucleotídico da sequência 

inserida (inserto), pelo método de SANGER et al. (1977). O sequenciamento foi realizado 

utilizando-se terminadores fluorescentes (Big Dye, Applied Biosystems™) e sequenciador 

capilar ABI PRISM® XL3500 (Applied Biosystems™). As reações de sequenciamento foram 

preparadas com 200 ng de DNA plasmidial e 3,2 ρmol dos oligonucleotídeos iniciadores 

específicos para as regiões T7 e T7 terminal do vetor, adjacentes a sequência da p27 inserida. 

As sequências obtidas foram analisadas pelo programa Vector NTI 11 (Life Technologies™).  

Os insertos foram sequenciados com o intuito de verificar a inserção correta da região 

codificante p27 e sua identidade com as sequências nucleotídicas da mesma região 

depositadas no GenBank utilizadas para as análise iniciais de bioinformática. O programa 

Sequencher 5.0 
TM

 (Genes Code Corporation) foi utilizado para o alinhamento das sequências 

de referências com os insertos sequenciados. As sequências nucleotídicas foram traduzidas, 

utilizando-se ferramentas deste programa.  

 

 

Preparo de estoques de trabalho do clone recombinante selecionado 

 

Após o sequenciamento nucleotídeo, foram preparados estoques de trabalho de 

somente um dos clones sequenciados (clone 12). O cultivo do clone 12 foi incubado até a fase 

exponencial (OD final 5,0-6,0) a 37ºC, sob agitação de 200rpm, em meio LB-amp. As leituras 

de densidade óptica foram realizadas a 600nm. Em seguida, foi adicionado glicerol na 

concentração final de 25% para o armazenamento de alíquotas a -70ºC, até o momento se uso.   

 

 

3.1.3 Expressão da rp27 

 

Para expressão da r-p27, o DNA plasmidial do clone bacteriano recombinante foi 

introduzido por transformação em células BL21 Star por meio de eletroporação, como 

anteriormente descrito para transformação das células TOP10. 

Inicialmente, o clone bacteriano recombinante foi semeado em placa de Petri com LB-

amp, como acima descrito. Em seguida, uma colônia isolada foi cultivada em 5 mL de LB-

amp e incubada overnight a 37
o
C sob agitação de 200 rpm, para obtenção de um pré-inóculo. 
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A expressão da r-p27 em E. coli BL21 Star foi feita em um novo cultivo, inoculado a 

2% com o pré-inóculo, e incubado a 37 ºC a 200 rpm até atingir a OD de 0,6 a  0,8. A análise 

da absorbância foi realizada por espectrofotometria de alíquotas da cultura, coletadas ao longo 

da incubação. Quando a OD atingiu o valor desejado, a expressão da proteína recombinante 

foi induzida adicionando-se IPTG (isopropil-b-D-1-tiogalactopiranosídeo) a 0,5 mM e 

incubando-se por mais 4h, a 37
o
C e 200 rpm.  O IPTG induz a produção da RNA polimerase 

T7 presente no genoma E. coli BL21 Star que, por sua vez, liga-se ao promotor T7 presente 

no plasmídeo e promove a transcrição do gene alvo. Os cultivos foram realizados em LB-

amp, em frascos Erlenmeyer mantidos em agitador orbital (New Brunswick Scientific 

Innova® 44 e 44R) a 200 rpm. Enfim, a cultura foi centrifugada (3220 x g/20 min/ 4 ºC) e o 

precipitado celular foi armazenado a -70 ºC.  

A análise da expressão da r-p27 foi realizada coletando-se 1,0 mL dos cultivos 

bacterianos antes e depois da indução por IPTG, que foram centrifugados e ressuspendidos 

em 25 µL de tampão de proteína 2x (anexo A.3) para cada 0,1 de OD, para posterior aplicação 

em gel SDS-PAGE a 12,5% (anexo C). A eletroforese foi realizada a 100V por 90 minutos  

em tampão de corrida (anexo A.4). Após este tempo, o gel foi corado com Comassie Blue 

(Sigma®) por, no mínimo, 1 hora e em seguida tratado com uma solução descorante (anexo 

A.5) overnight, para a evidenciação das bandas protéicas. 

 

 

3.1.4 Avaliação de solubilidade da r-p27 

 

Para avaliação da solubilidade da proteína recombinante obtida, 1,0 mL da cultura 

(OD 2,0/600 nm/LB-amp), do clone recombinante selecionado induzido foi centrifugado a 

20.817 x g durante 20 segundos. O precipitado celular resultante foi ressuspendido em 500 μL 

de tampão de lise (Tris 20mM EDTA 1mM) (anexo A.6) e sonicado 3 vezes por 10 segundos 

(sonicador XL-2000, Misonic
TM

) a uma amplitude de 30% (~36 μm), mantendo-se o tubo 

utilizado imerso em gelo. 

O lisado obtido foi mais uma vez submetido à centrifugação e em seguida, o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e o novo precipitado celular foi ressuspendido em 

500 μL, com auxílio de agitador de tubos. A análise da alíquota do sobrenadante e do 

precipitado celular foi realizada em gel SDS-PAGE a 12,5%, a fim de identificar em qual 

fração (meio intracelular ou membrana, respectivamente) a proteína recombinante se 

acumulou. 

 

3.1.5 Purificação da r-p27 solúvel 

 

Para purificação da proteína recombinante, o precipitado celular contendo a r-p27 foi 

lentamente ressuspendido em tampão de lise na razão de 1 mL para cada 0,1 g de massa 

úmida. Em seguida, o material ressuspenso foi submetido a seis ciclos de sonicação (dois 

ciclos de 45 segundos e quatro ciclos de 30 segundos) a uma amplitude de 30%, mantendo-se 

o tubo utilizado imerso em gelo.  

Em seguida, foi utilizada a coluna de afinidade por níquel (HisTrap FF crude, GE 

Healthcare®) de 1mL. Após a coluna ser equilibrada com 10 ml de tampão de lise, o lisado 

bacteriano foi aplicado na abertura superior da coluna manualmente, drenada com auxílio de 

bomba peristáltica ajustada para um fluxo de 1,0 mL/min. Após esta etapa, a coluna foi lavada 

com concentrações crescentes de imidazol em tampão PBS (anexo A.6), variando de 5 mM a 

1M, até eluição da r-p27 (tabela 1). As amostras dos eluatos das diferentes concentrações de 

imidazol, bem como do lisado bacteriano, precipitado celular e void foram coletadas e 

analisadas em gel SDS-PAGE a 12,5%. 
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Tabela 1: Protocolo de lavagens com diferentes concentrações de imidazol para a eluição da r-p27. 

Soluções Quantidade de lavagens Volume/lavagem 

PBS + Imidazol 5 mM 1 X 10 mL 

PBS + Imidazol 40 mM 3 X 2 mL 

PBS + Imidazol 80 mM 2 X 2 mL 

PBS + Imidazol 120 mM 2 X 2 mL 

PBS + Imidazol 250 mM 2 X 2 mL 

PBS + Imidazol 1 M 2 X 2 mL 

 

 

3.1.6 Dessalinização da amostra  

 

Após purificação em coluna de afinidade e avaliação das frações de interesse por 

eletroforese, a proteína solúvel foi dessalinizada por gel filtração em coluna PD10 matriz 

Sephadex G-25 (coluna HiTrap Desalting, GE Healtcare®), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

Desta forma, o imidazol foi retirado da amostra, permitindo a quantificação e posterior 

armazenamento da proteína em tampão PBS pH 7,2.  

  

 

3.1.7 Quantificação da r-p27 purificada 

 

A concentração da r-p27 purificada foi estimada por ensaio enzimático colorimétrico 

BCA (Bicinchoninic acid assay, Sigma®) e de Lowry (Bio-rad®). Estes métodos 

colorimétricos são baseados na oxi-redução de íons cúpricos presentes nas ligações 

peptídicas, em meio alcalino. A reação gera uma intensidade de cor proporcional à 

concentração da proteína, mensurada pela leitura em espectrofotometria (Sunrise® RChisto, 

Tecan) na absorbâncias de 750 nm (Lowry) e 560 nm (BCA). A r-p27 também foi estimada 

em 280 nm (Nanodrop). 

Uma curva padrão foi feita utilizando-se BSA a 10 mg/mL (Sigma®) nas diluições 

descrescentes de 1,0, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 e 0 mg/mL. O cálculo de regressão linear forneceu a 

equação da reta para quantificação final da proteína, aceitando-se valores de coeficiente de 

determinação R² > 0,98. Além dos métodos citados, a concentração da r-p27 também foi 

estimada por meio de avaliação semi-quantitativa em gel SDS-PAGE a 12,5%. As bandas da 

proteína recombinante foram comparadas às diluições conhecidas da proteína BSA após 

eletroforese e revelação das bandas no gel. 

 

 

3.1.8 Avaliação da estabilidade protéica 
 

Para avaliação da estabilidade da proteína em tampão PBS pH 7,2, a r-p27 foi 

previamente quantificada pelo método de BCA (concentração igual a 0,243 mg/mL) e 

armazenada em alíquotas nas temperaturas de 4 ºC, -20 ºC e -70 ºC. A proteína foi novamente 

quantificada após 5, 15, 30, 90, 180 e 240 dias. 

 

 

3.1.9 Preparo do inóculo para as imunizações 
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Para a produção do anticorpo desejado, a r-p27 foi misturada ao adjuvante hidróxido 

de alumínio (alúmen) na proporção de 1,6 mg/mL para cada 0,16 mg/mL de proteína, sob 

homogeneização constante, a 4 ºC durante 8 horas.  

Duas alíquotas de 1mL (uma antes e a outra após 8 horas do procedimento de 

adsorção) foram coletadas e centrifugadas a 20.817 x g a 4 ºC por 10 minutos para a 

separação da r-p27 adsorvida ao alúmen (porção precipitada) da r-p27 livre (sobrenadante). 

Na fração sobrenadante foram adicionados 4,0 mL de acetona P.A., e a mistura foi agitada por 

inversão e mantida por 2 horas a -20 ºC, para a precipitação da proteína.  Após este tempo, as 

amostras foram centrifugadas a 20.817 x g a 4 ºC por 30 minutos.  

A eficiência da adsorção do alúmen à r-p27 foi avaliada mediante eletroforese em gel 

SDS-PAGE a 12,5%, utilizando-se uma curva padrão de BSA a 10 mg/mL nas diluições 

decrescentes de 2,0, 1,0, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 mg/mL, onde o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular ressuspendido em 10 µL de água WFI e adicionados 10 µL de tampão de 

proteína 2x.   

 

 

3.1.10 Reatividade da r-p27 contra anticorpos anti-p27 nativa 

 

Para a avaliação preliminar da reatividade da r-p27 contra o anticorpo para a p27 

nativa, foi utilizado o kit de diagnóstico por imunocromatografia, de acordo com as instruções do 

fabricante (SNAP combo FIV/FeLV® -IDEXX Laboratories) . 

 

 

3.2 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS PARA A r-p27 

 

3.2.1 Animais e inoculações 

 

Coelhos 
 

Os experimentos com animais foram realizados rigorosamente de acordo com as 

normas éticas do Conselho de Medicina Veterinária (RESOLUÇÃO Nº 879, 2008), os quais 

foram previamente submetidos e aprovados pela Comissão de Ética da UFRRJ (protocolo n
o
 

230/2012). 

Duas coelhas da raça Nova Zelândia, com aproximadamente 28 semanas de idade, 

foram gentilmente cedidas pelo Instituto de Zootecnia da UFRRJ e mantidas no Biotério de 

Experimentação Animal do Instituto de Veterinária da UFRRJ, em gaiola própria para criação 

de coelhos, recebendo ração comercial e água à vontade. 

O protocolo de imunização foi baseado no padrão utilizado pelo Centro de Criação de 

Animais de Laboratório – Cecal/Fiocruz. As coelhas foram imunizadas com a r-p27 adsorvida 

em hidróxido de alumínio, como descrito anteriormente. O protocolo consistiu em 4 

imunizações por via intramuscular na concentração de 80 µg da r-p27, em intervalos de 7 

dias. Uma coleta de 200µL de sangue, através da veia marginal da orelha, foi realizada 

semanalmente. Uma quinta imunização foi realizada na mesma concentração, porém, sem 

adjuvante e pela veia femoral.  

Para a obtenção dos anticorpos para r-p27, 3 dias após a última inoculação, os animais 

foram previamente anestesiados com quetamina (10mg/kg) e xilazina (3mg/Kg), por via 

endovenosa. Após a confirmação da anestesia, uma punção intracardíaca para obtenção do 

maior volume possível de sangue destes animais foi realizada.  Para a obtenção do soro, o 

sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, e o soro aliquotado e estocado a 4 
o
C para 

seguinte titulação frente ao reconhecimento da r-p27. 
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Galinhas 

 

Quatro galinhas de postura da linhagem comercial Hy-line, variedade White (W-36), 

com 16 semanas de idade, foram mantidas no Biotério de Experimentação Animal do Instituto 

de Veterinária da UFRRJ, em gaiolas individuais para galinhas de postura, com água à 

vontade. A ração foi balanceada de acordo com as necessidades nutricionais padronizadas, 

conforme especificação da Dra. Cristina Amorim Ribeiro de Lima, do Departamento de 

Nutrição Animal do Instituto de Zootecnia, UFRRJ.   

O fotoperíodo para o estímulo de postura dos ovos foi iniciado quando as aves 

completaram 19 semanas de idade. O manejo da luz consistiu em 14 horas diárias de luz na 

primeira semana, seguida de acréscimo de 30 minutos de luz a cada semana, totalizando 4 

semanas. Desta forma, atingiu-se 16 horas de luz diária em 5 semanas de manejo de luz.  Nas 

três semanas posteriores, acrescentou-se mais 20 minutos de luz por semana, completando 17 

horas de luz por dia. 
O protocolo de imunização foi realizado conforme descrito por Bernardo (2009), com 

adaptações. Quando os animais atingiram o pico de postura, em torno de 24 semanas de idade, duas 

aves foram imunizadas com a r-p27 (60µg/inoculação) misturada ao adjuvante de Freund 

completo na primeira imunização, e Freund incompleto nas duas imunizações seguintes, 

ambos na proporção 1:1. A emulsão foi considerada adequada para inoculação nos animais 

quando uma gota era colocada em tampão PBS 1x e não se homogeinizava. As imunizações 

foram feitas no músculo do peito em 5 sítios diferentes de inoculação, em intervalos de 14 

dias, totalizando 3 inoculações. Uma quarta inoculação foi feita com 20 μL de 

oligodeoxinucleotídeo sintético (CpG-ODN), na concentração 1mg/mL juntamente com a r-

p27, também por via intramuscular. Duas galinhas foram utilizadas como controle negativo e 

não foram imunizadas.  

 

 

3.2.2 Processamento dos ovos e método de extração da IgY aviária 

 

Uma semana antes da primeira inoculação, deu-se o início da coleta diária dos ovos, 

que foram identificados e armazenados a 4°C, até o início do processamento para a extração 

semanal da IgY. Os ovos das aves imunizadas foram quebrados e as gemas separadas e secas 

em papel toalha, para a remoção completa da clara. Posteriormente, as gemas foram 

acondicionadas em provetas para a mensuração do volume. 

Para a extração da IgY da gema dos ovos foi utilizada a técnica de extração com 

polietilenoglicol-6000 (PEG-6000), conforme descrito por Rodrigues (2009). Para a 

delipidação, foi feita uma emulsão da gema, na proporção 1:3 (v/v) em PBS, pH 7,5, seguida 

de congelamento a -20°C e descongelamento lento, a 4°C. Após esta etapa, adicionou-se o 

PEG-6000 a uma concentração final de 3,5% (p/v), gradualmente, sobre a gema emulsificada, 

sob agitação constante, durante 20 minutos a TA. A mistura foi centrifugada a 20.817 x g por 

10 minutos a 10 °C e o sobrenadante obtido foi vagarosamente filtrado em papel de filtro e a 

camada lipídica (amarela) descartada. Em seguida, o PEG-6000, a uma concentração final de 

12% (p/v), foi lentamente adicionado ao filtrado, sob as mesmas condições de agitação e 

centrifugação anteriormente mencionadas. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em PBS, pH 7,5, ao volume original da gema e adicionado uma concentração 

final de 12% (p/v) de PEG-6000, como descrito acima. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspendido em 2,0 mL de PBS, pH 7,5.   

A IgY foi dialisada utilizando-se uma membrana de diálise (Spectrum, MWCO : 

25.000 Da) submersa em aproximadamente 400 mL de PBS, pH 7,5, sob agitação constante, 
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sendo o tampão trocado quatro vezes até a retirada da amostra da membrana de diálise. As 

amostras foram aliquotadas e armazenadas a 4°C, até o momento da realização dos testes. 

 

 

3.2.3 Quantificação da IgY 

 

A concentração da IgY da gema do ovo foi estimada mediante espectrofotometria das 

proteínas totais purificadas, pelo método de Bradford (1976) (595 nm), empregando uma 

curva padrão de BSA nas concentrações de 0,1 a 0,8 mg/mL. Para a avaliação da cinética da 

resposta imune das duas galinhas imunizadas, um pool das gemas purificadas na semana 

anterior a primeira inoculação (dia 1) e nas semanas de cada inoculação (dias 14, 28, 42 e 56) 

foram utilizadas na quantificação. 

  

 

3.2.4 Caracterização da IgY  

 

A IgY purificada foi analisada após eletroforese em gel SDS-PAGE a 12,5% com 

tampão de amostra de proteína 2x. Para isto, as amostras foram comparadas sob condições 

redutoras (β- mercaptoetanol a 5%, Sigma®), e não redutoras, em relação ao padrão de IgY 

(Sigma®), para a observação da cadeia leve e cadeia pesada da IgY. O padrão de peso 

molecular dual core (Bio-Rad®) foi empregado em todas as análises por eletroforese. Foram 

aplicados 2,5μg das amostras de IgY purificadas e da IgY padrão no gel e a eletroforese foi 

realizada em uma corrente elétrica a 100V durante 1h. O gel foi corado com Comassie blue R e 

descorado, como já citado anteriormente.   

 

 

3.2.5  Avaliação da produção e da reatividade da IgG de coelho e IgY aviária para a r-

p27 por Western Blot (WB) 

 

Inicialmente, foi realizada a eletroforese em gel SDS-PAGE a 12,5%, em uma corrente 

elétrica de 100V, durante 1h, aplicando-se 2 µg/cm de r-27 misturada ao tampão de amostra de 

proteína 2x. Posteriormente, procedeu-se com a eletrotransferência para uma membrana de 

nitrocelulose, em tampão de transferência (anexo A.7). Para confirmação da transferência, a 

membrana foi corada com Ponceau S 0,5% (Sigma®) e posteriormente lavada com água 

destilada até descoloração das bandas protéicas. Depois de seca, a membrana foi cortada em 

fitas de aproximadamente 0,5 cm de largura e armazenadas a -20 °C até a realização do 

Immunoblot. 

 

Immunoblot  

 

 Reação com IgG de coelho 

 

Inicialmente, as fitas foram bloqueadas contra interações inespecíficas dos anticorpos 

utilizando-se PBS pH 7,2 contendo 0,3% de Tween, acrescidas de leite em pó desnatado a 5% do 

volume final, sob agitação por 1 h a TA. Posteriormente, a IgG de coelho nas diluições de 1:100, 

1:500, 1:1000, 1:2000; 1:3000 e 1:4000  foi adicionada à solução de bloqueio, cada uma em sua 

respectiva canaleta, incubando-se durante 1h a TA . Uma amostra de soro das coelhas antes das 

imunizações foi utilizada como controle negativo.  As membranas foram lavadas uma vez em 

PBS Tween e duas vezes em PBS sem Tween. Em seguida, o conjugado de cabra anti-coelho 

marcado com peroxidase (Zymed, Invitrogen®) foi adicionado na diluição 1:1000 em PBS, 
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incubando-se por mais 1h a TA.  As membranas foram lavadas por mais três vezes, como descrito 

anteriormente.  A reação enzimática foi revelada com diaminobenzidina (DAB), Tris e peróxido de 

hidrogênio a 30% (60mg de DAB, 100 µL de peróxido de hidrogênio a 30% em 100mL de Tris 

0,15M, pH 7,6), sob agitação constante. Após a marcação das bandas nas membranas, as 

mesmas foram retiradas rapidamente da solução reveladora e lavadas com água destilada. 

 

 

 Reação com IgY aviária 

 

As fitas foram bloqueadas como descrito anteriormente. A IgY aviária foi adicionada à 

solução de bloqueio nas diluições de 1:500, 1:1000, 1:2000; 1:3000 e 1:4000, e posteriormente 

incubada durante 1h a TA. As membranas foram lavadas uma vez em PBS Tween e duas vezes em 

PBS sem Tween. O anticorpo anti-galinha (Zymed, Invitrogen®) foi adicionado na diluição 1:1000,  

incubando-se durante 1h a TA. A etapa final foi realizada com a adição do conjugado anti-galinha 

marcado com peroxidase (Zymed, Invitrogen®) na diluição 1:1000 em PBS, incubando-se por mais 

1h a TA. A reação enzimática foi revelada como descrito anteriormente. 

 

Dot-blot  

 

 Reação com  IgG de coelho  

 

Para a realização do Dot-blot, foram acrescidos, individualmente, 0,6 µg da r-p27 em cada 

tira da membrana de nitrocelulose. Após secas, as membranas foram bloqueadas como descrito 

anteriormente e foram utilizadas as mesmas diluições dos anticorpos IgG e dos conjugados 

citados anteriormente para o immunoblot,  com o mesmo período de incubações. Uma amostra 

de soro das coelhas antes das imunizações foi utilizada como controle negativo. A reação 

enzimática foi revelada como descrito anteriormente. 

 

 Reação com  IgY aviária 

 

O mesmo procedimento realizado com a  IgG foi repetido para a IgY aviária, com os 

reagentes utilizados na reação da IgY para a r-p27 no WB. 

 

 

3.2.6  Avaliação da reatividade da IgG de coelho e IgY aviária para a p27 nativa por 

IFI 

 

 Reação com IgG de coelho  

 

Com o intuito de avaliar o reconhecimento dos anticorpos anti- rp27 contra a p27 nativa do 

FeLV, 60 esfregaços sanguíneos de 15 gatos FeLV positivos (4 esfregaços de cada gato) e 60 

esfregaços sanguíneos de 15 gatos FeLV negativos (4 esfregaços de cada gato) foram 

confeccionados. Cada esfregaço de um mesmo gato recebeu uma diluição diferente de IgG  de 

coelho anti-rp27, totalizando 4 diluições. Estes gatos foram previamente testados pelo kit comercial 

de IFI indireta (VRMD, Inc), onde alguns também haviam sido testados pelo teste de 

imunocromatografia SNAP combo FIV/FeLV® e/ou PCR. Este foi um procedimento de triagem 

para a identificação do melhor título dos anticorpos, para posterior validação estatística pela IFI.  

Após a confecção e identificação dos esfregaços de sangue in natura, as lâminas de 

microscopia foram secas em TA (HARDY et al., 1973), identificadas e acondicionadas de 

forma a se evitar a lise celular. Posteriormente, as mesmas foram fixadas, utilizando-se uma 
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mistura de acetona e metanol, na proporção de 3:1 em TA, por 20 minutos, com o objetivo de 

preservar o antígeno viral presente em leucócitos e plaquetas. Após a secagem, as lâminas 

foram processadas imediatamente ou armazenadas a -20 ºC até a realização do teste. Com o 

intuito de selecionar uma área com um grande número de leucócitos, dois círculos de 

aproximadamente um centímetro de diâmetro foram feitos em cada esfregaço, para 

demarcação da área a ser examinada. Uma das áreas foi utilizada como controle do negativo e 

a outra, com um grande número de leucócitos, para pesquisa de células com antígeno de 

FeLV (p27), na superfície da membrana plasmática. 

Inicialmente, 30 μL de solução salina tamponada contendo BSA a 1% foram 

depositados na área do controle do negativo e 30 μL de anticorpos de coelhos anti-rp27 nas 

diluições de 1:10, 1:50, 1:100 e 1:200 foram depositados na área para pesquisa da p27 nativa 

do FeLV, sendo cada diluição adicionada em uma única lâmina das 4 lâminas do mesmo 

animal. As lâminas foram incubadas a 37 ˚C, em câmara úmida, durante 30 minutos. Em 

seguida, as lâminas foram mergulhadas rapidamente em tampão de lavagem (anexo A.8) 

diluído em água destilada (1: 4), para a remoção do excesso de reagente, e depois foram mais 

uma vez imersas neste tampão, por mais 10 minutos. Após a retirada do tampão de lavagem, 

as lâminas foram lavadas rapidamente em água destilada e colocadas para secagem, em TA. 

Posteriormente, 30 μL do conjugado fluorescente FITC anti-IgG de coelho na diluição 

1:1000 (Molecular Probes®) foram depositados em cada área, e repetiu-se as etapas de 

incubação, lavagem e secagem, desta vez no escuro. Após o término da secagem, 5 µL de 

glicerina tamponada (Anexo A.9) foram colocados sobre as lâminas, que foram montadas 

com lamínulas de vidro. Um microscópio de fluorescência Olympus BX41 com epi-

iluminação, com a objetiva de 40x e 100x, foi utilizado para a leitura da reação. A amostra foi 

considerada positiva quando leucócitos e plaquetas apresentaram uma fluorescência nítida 

(HARDY et al., 1973), contrastando com os controles negativos.  

 

 Reação com IgY aviária 

 

Foi realizado o mesmo procedimento descrito para a avaliação da reatividade da IgG 

de coelho, diferenciando-se na adição de 30 μL de IgY r-p27 nas diluições de 1:10, 1:50, 

1:100 e 1:200 na área para pesquisa da p27 nativa do FeLV. O conjugado utilizado (anticorpo 

de coelho anti-IgY FITC, Invitrogen®) foi adicionado na diluição 1:500. Cabe ressaltar que a 

amostra escolhida para o teste foi a que apresentou a maior concentração de IgY total, de 

acordo com a cinética de resposta imune das aves.  

 

 

3.3 Análise estatística 

 

Para a validação da reatividade dos anticorpos (IgG e IgY) anti-rp27 para a p27 nativa do 

FeLV pelo teste de qui-quadrado (χ
2
), 60 esfregaços sanguíneos de gatos (30 positivos e 30 

negativos para o FeLV)  foram utilizados, sendo que os mesmos 15 gatos utilizados anteriormente 

na triagem tiveram o sangue coletado para a confecção de novos esfregaços. Os 45 gatos restantes 

também haviam sido previamente testados para o FeLV pelas mesmas técnicas de diagnóstico 

citadas anteriormente.  A eleição da diluição dos anticorpos para a r-p27 (IgG e IgY) utilizada nesta 

validação foi de acordo com o melhor resultado observado na IFI.   

O software SPSS versão 15.0 foi utilizado para a análise bivariada, que avaliou a 

significância das possíveis discordâncias dos resultados, utilizando os anticorpos anti-p27 

nativa do kit comercial (VRMD, Inc) como padrão de referência. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4. 1. PRODUÇÃO DA p27 RECOMBINANTE 

 

 

4.1.1 Clonagem molecular da região codificante da p27 

 

Amplificação molecular da região alvo 

 

O resultado da amplificação da região alvo, usando-se o DNA genômico total 

purificado de neutrófilos de um gato infectado como template e os oligonucleotídeos descritos 

pode ser observado na figura 4. 

                                             

 
Figura 4: Produto da amplificação por PCR em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. Canaleta 1: 

Amplificação do DNA genômico total de um gato infectado pelo FeLV,  indicando o produto de 744 pb referente à região 

codificante p27;  canaleta 2:  Marcador  de peso molecular TrackIt øx174 RF DNA digerido com HAEIII (Invitrogen). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

1 2 

744 pb  → 
← 872 pb 

← 603 pb 



31 

 

 Seleção de clones bacterianos recombinantes  

 

Após a ligação do DNA alvo purificado a partir da remoção da banda de agarose 

selecionada no gel da PCR (Figura 4) e a transformação do DNA resultante da mistura de 

ligação por eletroporação em E. coli TOP10, os clones bacterianos recombinantes foram 

selecionados para o sequenciamento nucleotídico pela diferença de peso molecular, utilizando 

o plasmídio pET 101 circular (5753 pb) como marcador de peso molecular (MW). Desta 

forma, dois clones bacterianos (clone 12 e 13) localizaram-se acima da banda referente ao 

MW, foram selecionados para o sequenciamento nucleotídico, pelo método de SANGER. 

 

 

 

  

 

Figura 5: Análise da extração de DNA plasmidial  em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio para a 

seleção dos clones recombinantes. Canaletas 1 e 2: DNA plasmidial dos clones 12 e 13, selecionados para o 

sequenciamento nucleotídico; canaletas 3 a 9: DNA plasmidial recircularizados dos clones bacterianos; MW: 

marcador de peso molecular pET 101 recircularizado. 
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Sequenciamento e análise das sequências clonadas  

 

O alinhamento das sequências dos insertos do clone 12, clone 13 e das sequências 

nucleotídicas da região codificante da p27 depositadas no GenBank,  foi realizado com o intuito de 

pesquisar possíveis variações nucleotídicas e/ou de aminoácidos (anexo D.1).  Os dois clones 

recombinantes apresentaram uma variação nucleotídica entre si na posição 14 do códon 5, o que 

acarretou na variação de um aminoácido (clone 12- glutamina (G); clone 13- prolina (P)). A mesma 

variação ocorreu quando comparou-se esta posição do clone 13 com as demais seis sequências 

analisadas, onde as mesmas codificaram para a glutamina, apresentando similaridade com o clone 

12. 

Diversas variações nucleotídicas das sequências dos insertos dos clones 12 e 13 com as 

demais sequências analisadas foram observadas, porém, na maioria dos casos, não acarretaram na 

variação de aminoácidos. Em relação à variação em aminoácidos, três sequências apresentaram 

homologia de 100% com o clone 12 (número de acesso: AF052723; K01803 e AB673431). Uma 

quarta sequência de referência (número de acesso: JF957363) apresentou somente uma variação ao 

nível de aminoácidos (posição 286, códon 94), porém, segundo análise do cromatograma, houve 

possivelmente uma substituição de um nucleotídio (G ao invés de A), o que acarretou em um 

aminoácido diferente (substituição da treonina por alanina). A mesma variação da posição 286 

ocorreu em outra sequência de referência (número de acesso: M18247), também codificando para 

alanina, que ainda apresentou mais duas variações, nas posições 319 e 454, codificando para 

arginina (R) ao invés de alanina (A) e serina (S) ao invés de arginina (R), respectivamente. Uma 

última sequência de referência (número de acesso: JF957361) apresentou somente uma variação de 

aminoácido, na posição 431, havendo uma substituição de glutamina (Q) pela prolina (P). As 

sequências dos aminoácidos podem ser visualizadas no anexo D.2. 
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4.1.2 Expressão da r-p27 

 

A avaliação da expressão da r-p27 foi feita em gel SDS-PAGE a 12,5%, utilizando-se 

alíquotas de lisados das culturas bacterianas recombinantes do clone selecionado, antes e depois da 

indução com IPTG a 0,5 mM.  A figura 6 mostra que a eletroforese do extrato celular induzido com 

IPTG permitiu a detecção de uma banda protéica extra, em relação ao extrato não induzido, com o 

peso molecular esperado, em torno de 30 kDa. 

             

 

 

 

 

                     

Figura 6: Análise da expressão da r-p27 em gel SDS-PAGE a 12,5%. Canaleta 1: extrato celular sem indução de 

expressão; canaleta 2: extrato celular induzido com IPTG a 0,5 mM.  MW: marcador de peso molecular Bench 

Marker
TM

 Protein (Life Technologies). 
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4.1.3 Purificação da r-p27 

 

A eluição da r-p27 foi avaliada por eletroforese dos eluatos coletadas durante a 

purificação em coluna de afinidade por níquel (Figura 7). Diferentes concentrações de 

imidazol, variando de 5 mM a 1M foram utilizadas para a eluição.  A eluição da proteína 

recombinante foi iniciada nas etapas de lavagem com 120 mM, sendo totalmente eluída na 

segunda lavagem com 250 mM de imidazol. Um pool destas frações foi feito para a 

dessalinização e posterior quantificação pelos métodos de BCA (Abs560nm), Lowry (Abs750nm) 

e em Nanodrop ND-1000 (Abs280nm). 

 

 

 

  

 

 

Figura 7: Purificação da rp27 em gel SDS-PAGE a 12,5%.  Canaleta 1: precipitado celular; canaleta 2: lisado;  

canaleta 3: void; canaleta 4: eluição com  imidazol a 5mM;  canaleta 5: eluição com  imidazol a 40mM 1ª lavagem; 

canaleta 6: eluição com  imidazol a 40mM 2ª lavagem;  canaleta 7: eluição com  imidazol a 40mM 3ª lavagem; canaleta 

8:  eluição com  imidazol a 80mM 1ª lavagem;  canaleta 9: eluição com  imidazol a 80mM 2ª lavagem.; canaleta 10: 

eluição com  imidazol a 120mM 1ª lavagem; canaleta 11: eluição com  imidazol a 120mM 2ª lavagem; canaleta 12: 

eluição com  imidazol a 250 mM 1ª lavagem; canaleta 13: eluição com  imidazol a 250mM 2ª lavagem;  canaleta 14: 

eluição com imidazol a 1M 1ª lavagem; canaleta 15: eluição com imidazol a 1M 2ª lavagem. MW: marcador de peso 

molecular Bench Marker
TM

 Protein (Life Technologies). 
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4.1.4 Quantificação da r-p27 purificada 

 

A r-p27 foi quantificada pelos métodos colorimétricos de BCA (Abs560nm) e Lowry, 

(Abs750nm), bem como em Nanodrop ND-1000 (Abs280nm). O método BCA mostrou-se mais 

preciso quando comparado às concentrações da proteína BSA em gel SDS-PAGE a 12,5% , 

sendo estabelecido para todas as demais dosagens. Os valores das concentrações da r-p27 de 

acordo com cada método de quantificação de proteínas estão expressos na tabela 2. 

 

 
 

Tabela 2: Valores da concentração da r-p27 de acordo com os métodos de quantificação empregados. 

Métodos de quantificação Concentração da r-p27(mg/mL) 

BCA (Abs560nm) 0,2 

Lowry (Abs750nm) 0,4 

Nanodrop (Abs280nm) 0,3 
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O resultado da concentração da r-p27 semi-quantitativa em SDS-PAGE a 12,5% pode 

ser visualizado na figura 8. As bandas da r-p27 foram comparadas às diluições conhecidas da 

proteína BSA (0,1, 0,2, e 0,4 mg/mL). Em comparação às concentrações proteícas de BSA, 

tanto a r-p27 quantificada pelo método de Lowry quanto a quantificada pelo nanodrop se 

assemelham à concentração de 0,4 mg/mL de BSA, enquanto a banda da r-p27 quantificada 

pelo método de BCA parece estar entre as concentrações de 0,2 e 0,4 mg/mL de BSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Quantificação da r-p27 em SDS-PAGE a 12,5%. Canaleta 1: r-p27 quantificada pelo método de 

Lowry; canaleta 2: r-p27 quantificada pelo método de BCA; canaleta 3: r-p27 quantificada por nanoprop; 

canaleta 4: BSA a 0,1 mg/mL; canaleta 5: BSA a 0,2 mg/mL; canaleta 6: BSA a 0,4 mg/mL. 
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4.1.5 Cálculo do rendimento da r-p27 purificada 

 

 

O cálculo do rendimento da r-p27 foi realizado utilizando-se a média dos rendimentos 

obtidos a partir de quantificações de cinco diferentes lotes da proteína purificada, 

dessalinizada e armazenada em tampão PBS pH 7,2. Como citado anteriormente, o método de 

BCA foi escolhido para a quantificação da r-p27. 

 O volume utilizado em cada lote purificado foi de 50 mL, originando em média 0,5 g 

de precipitado celular, com produção de 1,75 mg de proteína em volume final de 7 mL. 

Assim, estimou-se que, com o aumento de escala para 1 L de cultivo, pode ser obtido em 

torno de 35mg de proteína (tabela 3). 

 

 

 
Tabela 3: Rendimento da r-p27 purificada. 

Volume de cultivo 
1
 Biomassa do 

lisado (g) 
2
  

Volume 

purificado (mL)
3
 

 

Concentração da r-

p27 (mg) 
4
 

50 mL 0,5 7 1,75 

1000 mL 10 140 35 

 1Cultivo de E. coli BL21Star/ pET101/ r-p27em  meio LB a 37 ºC/200 rpm. 2Lise por sonicação em tampão de lise Tris 

20mM EDTA 1mM.  3Volume do eluato dessalinizado obtido a partir da purificação por IMAC em coluna de 1mL. 
4Quantificação da proteína em PBS pH 7,2 pelo método BCA. 
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4.1.6 Avaliação da estabilidade da r-p27 

 

O gráfico 3 mostra os resultados de estabilidade da proteína recombinante quantificada 

pelo método de BCA no decorrer de 240 dias (dia 5, 15, 30, 90, 180 e 240) nas condições de 

estocagem a 4 ºC, -20 ºC e -70 ºC. De acordo com os dados observados, houve uma redução 

de aproximadamente 54 % na concentração de r-p27 durante o primeiro mês de estocagem a  

4 ºC. Já nas condições de estocagem a -20 ºC e -70 ºC, a r-p27 apresentou uma melhor 

estabilidade, havendo reduções das concentrações em 14% e 9%, respectivamente. Após 240 

dias de estocagem, constatou-se uma redução de 92%, 30% e 17% nas temperaturas de 4 ºC, -

20 ºC e -70 ºC, respectivamente. Os valores exatos das concentrações da r-p27 estão contidos 

na tabela 4. 

 

 
 

Gráfico 1: Estabilidade da r-p27 armazenada em condições de estocagem a 4  ºC, -20 ºC e -70 ºC, durante 240 

dias. 

 

 

 

Tabela 4: Valores das concentrações de r-p27 em condições de estocagem a 4 ºC, -20 ºC e -70°C, durante 240 

dias. 

 0 5 15 30 90 180 240 

4 ºC 0,243 0,233 0,135 0,111 0,096 0,041 0,020 

-20 ºC 0,243 0,241 0,232 0,210 0,202 0,182 0,171 

-70 ºC 0,243 0,241 0,237 0,222 0,215 0,213 0,198 
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4.1.7 Preparo dos inóculos para as imunizações 

 

 

A adsorção da r-p27 em PBS pH 7,2 ao hidróxido de alumínio foi avaliada em gel 

SDS-PAGE a 12,5% utilizando-se uma curva padrão de BSA com concentrações de 2,0 a 

0,1mg/mL. Os resultados indicam que, dos aproximados 0,4 mg de proteína contidos em cada 

mL de inoculo antes da adsorção, menos de 0,1 mg permaneceram na forma solúvel, não 

sendo aderidos ao hidróxido de alumínio (figura 9).   

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Gel SDS-PAGE a 12,5% para a avaliação da adsorção da r-p27 ao hidróxido de alumínio. Canaleta 1: 

BSA a 2,0mg/ml; canaleta 2: BSA a 1,0mg/mL; canaleta 3: BSA a 0,8mg/mL; canaleta 4: BSA a 0,4 mg/mL; 

canaleta 5: BSA a 0,2mg/mL; canaleta 6: BSA a 0,1 mg/mL; canaleta 7: r-p27 antes da adsorção ao hidróxido de 

alumínio; canaleta 8: r-p27 8h depois da adsorção ao hidróxido de alumínio. MW: marcador de peso molecular 

Bench Marker
TM

 Protein (Life Technologies). 
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4.1.8  Reatividade da r-p27 contra anticorpos anti-p27 nativa 

 

A reatividade da r-p27 foi avaliada utilizando-se o kit comercial de diagnóstico  

imunocromatográfico (SNAP combo FIV/FeLV® -IDEXX Laboratories), de acordo com as 

instruções do fabricante. Após 15 minutos da adição da r-p27 ao orifício de entrada do material a ser 

testado, foi observado o surgimento de um círculo de coloração azul na posição correspondente de 

de amostras positivas para o FeLV (seta), confirmando o reconhecimento do anticorpo anti-p27 

nativa sensibilizado na membrana do kit pelo antígeno r-p27.   

 

 

 

 

  

Figura 10: kit comercial de diagnóstico imunocromatográfico (SNAP combo FIV/FeLV® -IDEXX Laboratories). 

Reatividade dos anticorpos anti-p27 nativa contra a r-p27 evidenciada pelo surgimento de um círculo azul na membrana 

de imunocromatografia, no mesmo local correspondente a uma amostra positiva para o FeLV (seta). O círculo central 

representa o controle positivo da reação. 
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4.2 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS PARA A r-p27  

 

 

4.2.1  Caracterização da IgY   

 

 

A caracterização da IgY foi realizada por meio eletroforese do material purificado com 

PEG-6000 em gel SDS-PAGE a 12,5%, sob condições não redutoras e redutoras. Na figura 11 

pode ser observado o perfil eletroforético das proteínas purificadas da gema do ovo de acordo 

com o da IgY padrão, onde o peso molecular da cadeia leve é de, aproximadamente, 25 kDa e 

o da cadeia pesada é de, aproximadamente, 68 kDa.   

 

 

  

Figura 11: Caracterização da IgY obtida pelo método de extração PEG- 6000 por SDS-PAGE a 12,5%. Canaleta 

1: IgY purificada, sob condição não redutora; canaleta 2: IgY padrão (Sigma), sob condição não redutora; 

canaleta 3: IgY padrão (Sigma), sob condição redutora; canaleta 4: IgY purificada, sob condição redutora. MW: 

marcador de peso molecular DuoCore, BioRad. 
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4.2.2 Quantificação da IgY 

 

Na espectrofotometria observou-se a quantidade de IgY total presente na gema do ovo. 

De acordo com o gráfico 4, observou-se um aumento da concentração de IgY entre o dia 1 e o 

dia 14 (dia da primeira imunização). O período compreendido entre a segunda e a terceira 

imunização foi marcado por um aumento mais acentuado da concentração de IgY total (dia 14 

a 28), que passou a ser mais discreto no período seguinte (dia 28 a 42). O período posterior à 

quarta e última imunização (dia 42), agora com CpG-ODN, foi marcado por altas 

concentrações protéicas, alcançando valores aproximados de 14mg/mL de IgY total (dia 56). 

As duas galinhas apresentaram resposta similares quanto à concentração de IgY total.  

Com base nestes dados, a alíquota da IgY purificada do período logo após a última 

imunização (dia 56) foi selecionada para as provas de WB e Dot-Blot.   
 

 

 

 
 

Gráfico 2: Concentrações de IgY total purificada da gema do ovo em 56 dias, quantificada pelo método de Bradford. 
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4.2.3  Avaliação da produção e reatividade da IgG de coelho e IgY aviária para a r-p27 

por Western Blot (WB). 

 

Imunnoblot 

 

As figuras 12A e B revelaram a presença e a reatividade da IgG de coelho e da IgY 

aviária para a r-p27, empregando conjugados anti-espécies específicos marcados com 

peroxidase, para ambas imunoglobulinas. Das diluições dos anticorpos empregadas (1:100, 

1:500, 1:1000, 1:2000; 1:3000 e 1:4000),  os melhores títulos observados foram de 1:2000 para a 

IgG de coelho e de 1:4000 para a IgY aviária. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12A: Reatividade da IgG  para a r-p27 por WB nas diferentes diluições. Canaleta 1: diluição 1:100; 

canaleta 2:  diluição 1:500, canaleta 3: diluição 1: 1000; canaleta 4: diluição 1:2000; canaleta 5: diluição 1:3000; 

canaleta 6: diluição 1:4000; canaleta 7: diluição 1:5000; canaleta 8: controle negativo. MW: marcador de peso 

molecular DuoCore, BioRad. 

 

              

 

 

 

 

           

Figura 12B: Reatividade da IgY para a r-p27 por WB nas diferentes diluições. Canaleta 1: diluição 1:100; 

canaleta 2:  diluição 1:500, canaleta 3: diluição 1: 1000; canaleta 4: diluição 1:2000; canaleta 5: diluição 1:3000; 

canaleta 6: diluição 1:4000; canaleta 7: diluição 1:5000; canaleta 8: controle negativo. MW: marcador de peso 

molecular DuoCore, BioRad. 
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Dot-Blot 

 

 

A presença e a reatividade da IgG de coelho e da IgY aviária para a r-p27 também 

foram avaliadas por Dot-blot (figura 13A e B). A reatividade dos anticorpos IgG (A) e IgY 

(B) para a r-p27 foram observadas em todas as diluições empregadas . 
 

 

 

 

 

 

Figura 13A: Reatividade da IgG para a r-p27 por Dot-Blot nas diferentes diluições. Canaleta 1: diluição 1:100; 

canaleta 2  diluição 1:500, canaleta 3: diluição 1: 1000; canaleta 4: diluição 1:2000; canaleta 5: diluição 1:3000; 

canaleta a 6: diluição 1:4000; canaleta 7: diluição 1:5000; canaleta 8: controle negativo. 

 

 

 

Figura 13B: Reatividade da IgY para a  r-p27 por Dot-Blot nas diferentes diluições. Canaleta 1: diluição 1:100; 

canaleta 2:  diluição 1:500, canaleta 3: diluição 1: 1000; canaleta 4: diluição 1:2000; canaleta 5: diluição 1:3000; 

canaleta 6: diluição 1:4000; canaleta 7: diluição 1:5000; canaleta 8: controle negativo. 
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4.2.4 Avaliação da reatividade da IgG de coelho e IgY aviária para a p27 nativa  por 

IFI 

 

A IFI dos 60 esfregaços sanguíneos oriundos de 15 gatos FeLV positivos revelou uma 

fluorescência nítida na diluição de 1:10 para a IgG de coelho (Figura 14 A)  e diluição de 1:100 para 

a IgY aviária (Figura 14 B),  comprovando a reatividade da IgG e IgY contra a p27 nativa do FeLV. 

Os 60 esfregaços sanguíneos oriundos de 15 gatos FeLV negativos não apresentaram fluorescência. 

O controle negativo e positivo da IFI podem ser visualisados na figura 14 C e D, respectivamente.  
 

  
 

Figura 14: Esfregaços de sangue utilizados para a avaliação da reatividade da IgG e IgY para a p27 nativa do FeLV. 

14A: Leucócitos apresentando fluorescência, revelando reatividade da IgG para a p27 nativa do FeLV na diluição 1:10;  

14B: Leucócitos apresentando fluorescência, revelando reatividade da IgY para a p27 nativa do FeLV  na diluição 1:100; 

14C: controle do conjugado; 14D: controle positivo utilizando kit comercial de IFI. Aumento de 100x. 
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4.3  Análise estatística 

 

Do total de 120 esfregaços de sangue coletados de 30 gatos positivos e 30 negativos para o 

FeLV (amostras em duplicata), somente uma amostra positiva apresentou resultado discordante com 

o kit comercial  de diagnóstico de IFI para FeLV (VRMD, Inc), apresentando resultado negativo 

tanto para a IgG de coelho tanto para a IgY aviária (mesma amostra). O teste de qui-quadrado 

apresentou valor de p= 0,03, não havendo diferença significativa entre as amostras testadas pelo kit 

comercial e as amostras testadas com as IgG de coelho e IgY aviária. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A crescente aquisição de gatos como animais de companhia e sua concentração em 

pequenos grupos ou em colônias tem propriciado a incidência e persistência das infecções virais. 

Assim, o FeLV tornou-se a maior causa de mortes entre os gatos domésticos. 

Segundo a Associação Nacional dos Fabricantes de Alimentos Pet – Anfal Pet (2011), 

a população atual de gatos no Brasil gira em torno de 18,3 milhões e tem crescido 

anualmente, aumentando a preocupação do status sanitário dos felinos, principalmente com as 

retroviroses felinas. Enquanto diversos estudos epidemiológicos apontam uma queda na prevalência 

da infecção pelo FeLV na Europa e Estados Unidos,  no Brasil esta realidade ainda está distante 

(LEVY et al., 2008; MOORE et al., 2004).  Estudos no estado de São Paulo, Rio de Janeiro e 

Belo Horizonte apontam uma prevalência da infecção de 6,16%, 11, 52% e 47,5%, respectivamente 

(JORGE – JUNQUEIRA et al., 2011, ALMEIDA et al., 2012; COELHO et al., 2011). 

O teste comercial de imunocromatografia SNAP combo FIV/FeLV® (IDEXX Laboratories) 

é o mais utilizado na rotina clínica para o diagnóstico do anticorpo anti-p24 do FIV e proteína de 

capsídeo p27 do FeLV. Este kit de diagnóstico apresenta custo elevado, além da necessidade de 

repetição 60 dias após o primeiro teste, devido à possibilidade de resultados positivos falsos 

decorrentes de uma viremia transitória. Este custo restringe o diagnóstico das retroviroses felinas no 

Brasil. Este aspecto vem representando, talvez, um dos maiores obstáculos para viabilização do 

diagnóstico de rotina e as pesquisas sobre o FeLV no País. 

Naturalmente, o diagnóstico da Leucemia Viral Felina representa o passo inicial e 

indispensável para o gerenciamento clínico, pesquisa e desenvolvimento dos métodos de 

controle e tratamento.  As técnicas de imunodiagnóstico utilizam de anticorpos específicos 

que, por sua vez, são obtidos a partir de inoculações de antígenos em animais de laboratório. 

Logo, a produção de antígenos é essencial para o estabelecimento dos métodos diagnósticos, 

bem como desenvolvimento vacinas e outras aplicações.  

Neste sentido, o propósito deste estudo foi a obtenção de um antígeno recombinante 

do FeLV associado à produção de IgY, que servirá para o desenvolvimento de análises 

sorológicas de alta sensibilidade e especificidade, através da prova de IFI e ELISA. Estas 

provas sorológicas, quando incorporadas à rotina clínica, poderão reduzir drasticamente o 

custo das técnicas e viabilizar o diagnóstico de rotina, possibilitando o fornecimento de mais 

dados sobre a prevalência da infecção de FeLV no Brasil, que hoje é quase limitada à região 

sudeste.  

A produção de proteínas virais recombinantes por bactérias e outros sistemas biológicos tem 

sido usada para diferentes efeitos como uma tecnologia alternativa aos métodos clássicos de 

purificação de proteínas a partir de vírus cultivado. Tais alternativas são de interesse especial para o 

vírus que dificilmente são cultivadas em culturas de células, tais como os lentivírus (MAZUR et al., 

2010). Basicamente, a região codificante que se deseja expressar é ligada a um vetor, como um 

plasmídeo bacteriano, e esta construção é inserida em adequado sistema biológico para expressar a 

proteína recombinante, como bactérias (JONASSON et al., 2002). As culturas de bactérias 

recombinantes representam uma fonte prática de expressão de uma proteína heteróloga, tornando a 

tecnologia de DNA recombinante uma ferramenta importante nos estudos da estrutura, função e 

a identificação de novas proteínas, principalmente com finalidades terapêuticas, profiláticas e 

diagnósticas (DIGERMANN, 2008; CHOU, 2007; GEORGIOU; SEGATORI, 2005; 

CORNELIS, 2000).  . 

A p27 do FeLV foi amplificada e clonada com sucesso. No que se refere à expressão da 

r-p27 pela E. coli BL21 Star, não existem estudos suficientes para uma avaliação comparativa 

da eficiência de sua expressão. Também não se tem o conhecimento da característica de 

toxicidade desta proteína para a E. coli, mesmo diminuindo esta possível capacidade de 
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toxidade submetendo as culturas inicialmente a crescimento em condições repressoras, 

procedendo com a indução da expressão após uma considerável biomassa alcançada. Um 

estudo mais semelhante, com expressão da p24 do FIV, apresentou níveis de expressão 

similares aos observados no presente estudo (ALVES, 2010).  

É importante considerar as dificuldades existentes durante os processos de clonagem e 

expressão de proteínas recombinantes, citando exemplos como o enovelamento incorreto da 

proteína durante a expressão, o que pode acarretar na remoção de epítopos conformacionais 

necessários à resposta humoral; a formação de agregados protéicos insolúveis (corpúsculos de 

inclusão) em decorrência de uma superexpressão intracitoplasmática e a saturação de 

chaperonas presentes na célula hospedeira e consequente perda da conformação do antígeno 

expresso (JANA; DEB, 2005; KURLAND; GALLANT, 1996). Fatores como a preservação 

de características físico-químicas da proteína, de sua atividade funcional ou toxicidade nativa, 

influenciando o resultado de imunizações (KADIOGLU et al., 2004; LUCHESE et al., 2009) 

bem como a degradação protéica realizada por proteases do hospedeiro também são 

relevantes para o sucesso da obtenção de um antígeno recombinante (MAKRIDES, 1996; 

BANEYX, 1999).   

A propósito, deve ser ressaltado que a escolha feita neste trabalho pelo vetor pET 101 

Directional TOPO® foi em razão deste vetor incluir sequências extras de nucleotídeos, que 

permitem a expressão da proteína heteróloga com uma cauda de poli-histidina, facilitando o 

processo de detecção e de purificação após a expressão da proteína recombinante. Mediante 

isto, o tamanho molecular da r-p27 observado, na análise feita tanto em gel SDS-PAGE 

quanto para WB, correspondeu a aproximadamente 30 kDa, tendo em vista a incorporação da 

cauda de poli-histidina. 

O sequenciamento nucleotídico identificou uma única alteração nucleotídica entre as 

sequências dos insertos dos clones recombinantes do FeLV, o que teve como consequência a 

variação de um aminoácido. Em um deste clones, o aminoácido também não apresentou 

homologia com as seis sequências de referência do FeLV. Este clone apresentou problemas na 

expressão e na purificação da proteína recombinante, portanto, foi descartado como clone de 

trabalho, optando-se trabalhar somente com o outro clone recombinante (clone 12). Algumas 

suposições podem ser feitas, como um erro durante o processo de amplificação do DNA 

proviral gerado na etapa de extensão pela enzima DNA polimerase Platinum® Taq High 

Fidelity, mesmo sendo a mais indicada para a clonagem de genes, uma vez que permite as 

correções equivocadas de incorporação nucleotídica, minimizando assim os erros de 

polimerização do DNA. Outra especulação, talvez de menor proporção, está relacionada a um 

possível erro de técnica, havendo uma incorporação nucleotídica equivocada pelo próprio 

sequenciador. Como não havia a presença de um pico do nucleotídico supostamente correto 

próximo ao incorporado equivocadamente, pressupõe-se que não houve erro de leitura pelo 

operador da técnica de sequenciamento. 

Diferenças nucleotídicas entre o clone recombinante eleito para o estudo e as demais 

sequências analisadas foram observadas, porém, não acarretaram em alterações de aminoácidos em 

três das seis sequências de referência, apresentando homologia de 100% com as mesmas (número 

de acesso: AF052723; K01803 e AB673431). Uma maior frequência destas alterações 

nucleotídicas foi observada no terceiro nucleotídeo de cada códon, porém, não influenciou na 

variação dos aminoácidos. Este tipo de variação nucleotídica silenciosa é explicada pelo fato do 

terceiro nucletídeo de cada códon ser menos específico do que os dois primeiros, pois durante o 

processo de tradução ocorre uma ligação mais fraca entre o terceiro nucleotídeo do RNA 

mensageiro com o  primeiro nucleotídeo do RNA transportador (STRACHAN;  READ, 1999). 

Assim, dois aminoácidos diferentes podem ser codificados por tripletos que difiram entre si somente 

na terceira posição. Observa-se, portanto, que uma substituição de um único nucleotídeo na 

molécula do DNA (e do RNA mensageiro) não vai, obrigatoriamente, alterar a cadeia de 
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aminoácidos da proteína por ele codificada (SILVA, 2006). Estes dados corroboram com o 

descrito anteriormente neste estudo. 

Das três sequências nucleotídicas de referência onde houve variação em aminoácidos, 

uma apresentou somente um aminoácido alterado (número de acesso: JF957363). De acordo 

com a análise do cromatograma desta sequência, pode-se concluir que a mesma apresentou 

um nucleotídeo incorporado erroneamente, o que acarretou na modificação deste aminoácido. 

Em outra sequência de referência ocorreu o mesmo, porém, a variação ocorreu em outro 

aminoácido. Quando esta sequência foi alinhada às demais sequências de referência e 

sequência do inserto do clone de trabalho do presente estudo, pôde-se concluir que a mesma 

era a única que apresentada tal aminoácido variante (número de acesso: JF957361). A última 

sequência analisada apresentou uma maior variação, tanto nucleotídica quanto de aminoácidos 

(três variações), a qual diferia da maioria das demais sequências (número de acesso: M18247). 

Esta sequência foi publicada em uma época onde o resultado do sequenciamento nucleotídeo 

ainda era analisado em gel (DONAHUE, 1988). Como este método de sequenciamento 

apresentava uma menor sensibilidade, acredita-se que esta sequência não seja fidedigna com 

sequência da p27.  

Pela análise do alinhamento das sequências nucleotídicas, pôde-se observar que a 

região p27 do gene gag do FeLV permanece conservada, e as variações nucleotídicas 

identificadas não interferiram na sequência de aminoácidos. Uma vez que a r-p27 apresentou 

homologia com a maioria destas sequências de referência depositadas no GenBank, concluiu-

se que a mesma possui homologia com a p27 nativa, podendo ser usada como fonte de 

antígeno para a produção de anticorpos utilizados nos imunoensaios para a detecção da 

leucemia viral felina.  

Em se tratando da concentração da r-p27, foram verificadas limitações para obtenção 

de maiores concentrações da proteína na forma solúvel, sendo 0,4 mg/ mL o máximo atingido, 

utilizando os protocolos descritos neste trabalho. Concentrações acima das mencionadas 

resultaram na saturação da proteína, que apresentou um aspecto gelatinoso. 

Embora as análises de estabilidade das proteínas recombinantes sejam frequentemente 

negligenciadas, estas representam um importante passo para a sua purificação e 

armazenamento, podendo viabilizar uma produção em larga escala (LARENTIS et al., 2011). 

A estabilidade da r-p27 em tampão PBS foi avaliada em temperaturas de estocagem 4
o
C, -

20
o
C e -70

o
C, durante 240 dias.  Foi observada instabilidade da proteína a temperatura de 4

o
C, 

que após 30 dias de estocagem teve sua concentração reduzida por aproximadamente a 

metade da concentração inicial. Já nas temperaturas de - 20
o
C e -70

o
C a r-p27 apresentou uma 

maior estabilidade, com uma redução na concentração protéica após 30 dias de estocagem em 

torno de 13% e 8%, respectivamente. Ao final do período de avaliação da estabilidade da r-

p27 (240 dias), observou-se um declínio nas concentrações em 19% a -70
o
C e 30% a - 20

o
C. 

Futuros experimentos devem ser realizados com a finalidade de otimizar a estabilidade desta 

proteína recombinante, como por exemplo, testando-se a estocagem em tampões diferentes ao 

tampão PBS e também pela utilização de agentes que removam as proteases da amostra 

purificada.  

A necessidade da retirada do imidazol da proteína purificada (dessalinização) com a 

finalidade de inoculação em animais de laboratório para a produção de anticorpos e/ou 

formulação de vacina acaba aumentando a manipulação e diluição da amostra, também 

contribuindo para o decréscimo da concentração da r-p27. Isto implicou, por exemplo, na 

ausência de um estudo de cinética de adsorção da r-p27 ao hidróxido de alumínio, optando-se 

em prosseguir por um tempo de adsorção de 8 horas, onde somente uma alíquota desta 

amostra foi coletada para análise em gel de poliacrilamida. 
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A r-p27 foi reconhecida pelos anticorpos anti-p27 nativa no teste imunocromatográfico 

SNAP combo FIV/FeLV® (IDEXX Laboratories), comprovando  que há homologia antigênica 

entre a p27 nativa e a p27 recombinante do FeLV.  

A caracterização da IgY foi avaliada pela eletroforese em gel de poliacrilamida. A 

eletroforese da IgY, na presença de β-mercaptoetanol, promoveu a quebra da imunoglobulina em 

dois fragmentos de aproximadamente 68 e 25 kDa, compatíveis com os pesos moleculares das 

cadeias pesada e leve, respectivamente. Não há um consenso sobre este peso molecular, 

havendo divergências na literatura, que podem variar entre 70 a 18 kDa, respectivamente 

(CARLANDER et al., 2000). O alto grau de pureza obtido pela purificação da IgY pôde ser 

comprovado pela presença de poucas bandas inespecíficas no gel.  Uma vez confirmada que a 

imunoglobulina purificada da gema do ovo era realmente a IgY, os imunoensaios de WB, 

Dot-blot e IFI puderam ser realizados. 

No que se refere à produção e reatividade dos anticorpos, ambas espécies responderam às 

imunizações com a r-p27, sendo observados títulos de IgY maior ou igual a 1:4000 e de IgG 

de coelho maior ou igual a 1:2000. Já no Dot-blot, não foram observadas diferenças entre os 

títulos, onde ambas imunoglobulinas reagiram até a diluição de 1:4000, concluindo que houve 

reconhecimento para r-p27 tanto para os epítopos conformacionais quanto para os epítopos 

lineares. Ambas imunoglobulinas reagiram para a p27 nativa em esfregaços de sangue de 

gatos FeLV positivos, pela técnica de IFI, as quais foram validadas estatisticamente pelo teste 

de qui-quadrado. 

Uma comparação entre a resposta imune das duas espécies perante as inoculações não pôde 

ser avaliada, cabendo ressaltar a diferença dos adjuvantes empregados nas imunizações das duas 

espécies. Na imunização das coelhas foi empregado o hidróxido de alumínio como adjuvante, cuja 

atividade baseia-se em pelo menos quatro aspectos: formação de depósito de antígenos nos tecidos 

para produzir uma exposição prolongada; produção de antígenos particulados para facilitar a 

apresentação para as células apresentadoras de antígenos; ativação do complemento e estimulação 

dos macrófagos para induzir retenção e ativação de linfócitos (LINDBLAD, 1995). Algumas 

limitações podem ser citadas para o uso dos adjuvantes à base de alumínio, como reações locais, 

produção de anticorpos do tipo IgE e, principalmente, a incapacidade de estimular a imunidade 

mediada por células, que representa a principal resposta de defesa contra vírus (BAYLOR et al., 

2002).  

Já o adjuvante CFA, o qual foi utilizado na primeira imunização das aves, é composto por 

uma emulsão oleosa em água contendo micobactéria morta pela ação do calor ou 

componentes de sua parede celular, sendo conhecidas como efetivos adjuvantes capazes de 

induzir uma resposta imune elevada e duradoura, tanto do tipo humoral quanto celular 

(HILLEMAN, 1966; EDELMAN, 1980; GUPTA; SIBER, 1995). Um dos maiores problemas 

encontrados para vacinas com adjuvantes oleosos é que o uso frequente pode resultar em reações 

adversas indesejáveis, tais como formação de granulomas e cistos, que são atribuídas a diversos 

fatores incluindo impurezas do óleo (BARTELING; VREESWIJK, 1991). Em aves, o uso do 

CFA não parece ocasionar lesões severas como em mamíferos, sendo bem tolerado, porém, 

um protocolo é sugerido como mais efetivo, utilizando o CFA na primeira imunização e 

substituindo as demais imunizações com IFA, que é mais eficaz para a produção de 

imunoglobulinas específicas (LÉVESQUE et al., 2007; CHALGHOUMI et al., 2008; 

CHALGHOUMI et al., 2009; KAPOOR et al., 2000).  

No presente trabalho, este protocolo foi seguido, havendo somente a alteração com 

uma quarta inoculação com o CpG-ODN, com o intuito de aumentar a resposta imune para 

produção IgY para a rp27. Os CpG-ODN são agonistas sintéticos de receptores Toll-like e 

fortes indutores tanto da imunidade inata quanto da imunidade adquirida, podendo ser usado 

como adjuvante para vacinas contra uma variedade de patógenos (EASTCOTT et al., 2001, 

MAHMOOD et al., 2006; WU et al., 2009).  
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O único adjuvante aprovado para uso em vacinas humanas é o hidróxido de alumínio, pois 

os padrões de segurança das vacinas são elevados e não permitem os efeitos colaterais dos 

adjuvantes. Como a elaboração dos inóculos para as imunizações das coelhas foi realizada no 

laboratório de tecnologia recombinante (LATER) – Biomanguinhos/Fiocruz, que seguem o 

protocolo de imunização de coelhos com o adjuvante hidróxido de alumínio, o presente estudo 

também seguiu o mesmo protocolo de imunização.   

Uma significativa resposta imune das aves para a r-p27 era esperada, devido a fatores tais 

como a distância filogenética, maior rendimento, dentre outros anteriormente mencionados. Não 

foram verificadas diferenças significativas dos títulos de anticorpos entre as galinhas imunizadas, 

ocorrendo o mesmo entre as coelhas. 

Diferenças entre os conjugados, que podem apresentar sensibilidade de detecção diferentes, 

bem como a diluição dos mesmos também podem ter interferido na comparação de resposta de 

anticorpos entre as duas espécies. 

No que se refere à resposta imune das aves perante às inoculações da r-p27, foi 

observado que as aves imunizadas com a r-p27 misturada ao CFA apresentaram resposta com 

aumento de IgY total purificada da gema do ovo logo após a primeira imunização. Entre a 

terceira e a quarta imunizações (com IFA), estas concentrações apresentaram aumento 

discreto, que foi contrastada com uma alta concentração de IgY duas semanas após a última 

inoculação da r-p27 (com CpG-ODN), alcançando um rendimento protéico de 

aproximadamente 14,0 mg/mL.  

Segundo Vasconcelos (2010) a IgY total purificada de gemas de ovos de frangas 

imunizadas com o vírus da hepatite A (HAV), misturado ao IFA e CpG-ODN, alcançau 

concentrações máximas de, aproximadamente, 14,0 mg/mL, após 15 semanas da primeira 

inoculação. Este grupo também apresentou um maior título de IgY específica para o HAV. 

Um outro grupo imunizado com o HVA misturado somente ao IFA, alcançou concentrações 

de, aproximadamente, 9,0 mg/mL de IgY total na gema do ovo, demonstrando que houve uma 

melhor resposta quando o HVA é inoculado misturado ao IFA e CpG-ODN. Lévesque et al. 

(2007) compararam a resposta de frangas imunizadas com a porção F4 (fímbria) da E. coli 

enterotoxigênica misturada ao IFA e IFA suplementado com CpG-ODN, comprovando um 

rendimento na produção de IgY de até 942% do grupo imunizado com IFA e CpG-ODN.  

Entretanto, optou-se por uma última inoculação utilizando a r-p27 misturada somente 

ao CpG-ODN, sem o IFA, o que levantou a hipótese que a presença do IFA suplementado 

com o CpG-ODN poderia ter potencializado a resposta imune das aves. Mesmo assim, uma 

concentração de IgY total foi alcançada para os ensaios de WB e Dot-Blot. Além disso, 

concluiu-se que uso de CpG-ODN é rentável e bioético para a produção de anticorpos  em 

aves, o que permite uma redução do número de imunizações necessárias e efeitos adversos. 

 A espectrofotometria avaliou somente a concentração de IgY total, sugerindo um 

aumento da concentração total perante as inoculações com a r-p27. Um ensaio por ELISA 

deverá ser padronizado para avaliar a concentração de IgY específica, com o intuito de 

analisar com mais clareza a resposta das aves desafiadas com a r-p27. 

Na cinética da resposta de anticorpos nas galinhas é mais frequente ocorrer um 

aumento transiente de IgY na resposta imune primária, após a primeira imunização, seguida 

de uma resposta secundária mais efetiva, logo após a segunda imunização, aumentando a 

concentração de IgY sérica, dentro de aproximadamente 10 dias. O título de anticorpos pode 

se manter estável por várias semanas ou declinar em alguns dias (SCHADE et al., 2005). 

A concentração de IgY , assim como o seu grau de pureza, também estão diretamente 

relacionados ao método de purificação. Diversas formas de delipidação dos ovos e purificação 

da IgY tem sido descritos na literatura, variando desde as características anteriormente citadas 

até o custo e praticidade da técnica de purificação (POLSON et al., 1980; SPILLNER et al., 

2012; SCHADE et al., 2005). Estes procedimentos podem ser usados em combinação, de 
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acordo com a quantidade, pureza e atividade biológica desejada. A inconveniência e os custos 

envolvidos são fatores relevantes. Um processo de isolamento pode ocasionar uma escolha 

entre a quantidade e pureza dos anticorpos, uma vez que vários estágios de purificação 

tendem a resultar em baixas concentrações de IgY na gema (GUIMARÃES et al., 2008). 

Dentre as diversas técnicas de obtenção da IgY, pode-se citar a precipitação por 

sulfato de amônio, polietilienoglicol (PEG-6000), etanol ou métodos de congelamento e 

descongelamento para a delipidação da gema (POLSON et al.,1980; VASCONCELOS, 2010;  

HORIKOSHI et al., 1993; CHANG et al., 2000; BIZANOV et al., 2006). A purificação com 

PEG é uma das mais utilizadas para a obtenção de IgY, obtendo-se alto rendimento 

concentrações e grau de pureza, ainda com a vantagem de se trabalhar em temperatura 

ambiente, sem nenhum risco de desnaturação do anticorpo (AKITA; NAKAI, 1993). Estas 

vantagens mencionadas, juntamente com a experiência da utilização do PEG para a obtenção 

de IgY em pesquisas anteriores realizadas no Laboratório de Imunologia e Viroses da UFRRJ 

(BERNARDO, 2009), fizeram com que este método fosse o eleito para a obtenção de IgY 

anti- r-p27. 

Uma das limitações da purificação com o PEG é a sua interferência em alguns 

imunoensaios. De acordo com Segundo Ismail (2005), a precipitação pelo PEG pode acarretar 

na formação de complexos de IgY, com posterior ligação do anticorpo secundário 

fluorescente aos complexos, acarretando em fluorescências inespecíficas, como o que ocorreu 

no estudo de Vasconcelos (2010), que observou reações inespecíficas utilizando IgY anti-

HAV em cortes de fígado de primatas. Esta informação não corrobora com os resultados 

encontrados neste estudo, onde a presença de reações inespecíficas foram ínfimas e similares 

as que ocorreram quando utilizou-se o kit de IFI para o diagnóstico do FeLV.  

A IFI ainda é o teste mais barato em muitos países, incluindo o Brasil, podendo ser uma 

alternativa para os proprietários de felinos terem o acesso ao diagnóstico do FeLV (ALMEIDA  et 

al., 2012). Gatos diagnosticados pelo IFI são considerados persistentemente infectados porque este 

teste detecta antígeno viral associado aos leucócitos e plaquetas em uma viremia secundária, quando 

as células progenitoras da medula óssea estão infectadas. Desta forma, este método foi eleito para a 

análise da reatividade da IgG e IgY para a p27 nativa do FeLV.  

Futuros experimentos, como a padronização de uma prova de ELISA utilizando a IgY para 

r-p27, ainda serão feitos com o intuito de incorporação de opções de imunodiagnóstico da leucemia 

viral felina. 

Assim como a incorporação da tecnologia de IgY vem trazendo vários benefícios em 

diversos ramos de pesquisas biológicas, apresentando resultados mais satisfatórios se 

comparados aos mamíferos, as técnicas moleculares de clonagem e expressão de proteínas 

heterólogas em sistemas de procariotos e eucariotos representam alternativas para a produção 

de antígenos isolados e, ainda, podem contribuir na diminuição dos custos de produção dos 

imunoensaios.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

A p27 do FeLV foi clonada e expressa com sucesso e a inoculação da r-p27 foi capaz 

de estimular as aves e coelhos  inoculados. 

A avaliação pelo teste qui-quadrado da especificidade, pela IFI, da IgG de coelho e a 

IgY produzidas para a p27 recombinante e nativa, comprovou sua aplicabilidade no 

imunodiagnóstico da Leucemia Viral Felina.  

A produção de IgY para a r-p27 é um método de alto rendimento, baixo custo e de 

grande aceitação pelo caráter bioético, sendo promissor para o desenvolvimento de 

imunodiagnóstico, vacinas e possíveis finalidades terapêuticas da Leucemia Viral Felina. 
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8 ANEXOS 

 

 

 

A. Tampões 

 

 

 

1.  Tampão TAE 50x (Tris-HCl-Acetato)  

 

Componentes                                                 Quantidade 

                  Tris base                                                              2 M 

           Ácido acético glacial                                               57,1 mL 

                 EDTA pH 8,0                                                     50 mM 

           Água Milli-Q (q.s.p.)                                                10 mL 
Utilizado na concentração final de 1X. 

 

 

 

2. Tampão de mostra para DNA (1x) 

 

Componentes                                                 Quantidade 

                 Glicerol 50 %                                                     25 mL 

      Azul de bromofenol (0,125%)                                     0,0625g 

           Xileno cianol (0,125%)                                           0,0625g 

             TE pH 8,0 (q.s.p.)                                                   50 mL 
 

 

 

3. Tampão de amostra para proteína (4x) 

 

Componentes                                                 Quantidade 

                   Tris pH 6,8                                                        0,5 M 

                      SDS                                                                  8 % 

                    Glicerol                                                             40% 

               Β-mercaptaetanol                                                   16% 
Utilizado na concentração final de 1X. 

 

 

 

4. Tampão de corrida para WB (10X) 

 

Componentes                                                 Quantidade 

                Tris-base                                                            0,25 M 

                Glicina                                                               1,90 M 

                SDS                                                                   41 mM 
Utilizado na concentração final de 1X. 
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5. Solução descorante para SDS-PAGE 

 

Componentes                                                 Quantidade 

Metanol                                                               100 mL 

Ácido acético glacial                                             70 mL         

H20 qsp                                                                830 mL  
  
 

 

6. Tampão PBS (10x) 

 

Componentes                                                   Quantidade 

Cloreto de sódio                                                      1,54 M 

Cloreto de potássio                                                  27 mM 

Fosfato de sódio                                                    115 mM 

 Fosfato de potássio dibásico                                   14 mM 

               H20 qsp                                                                1000 mL   
               Utilizado na concentração final de 1X 
 

 

 

7. Tampão de transferência para WB (10x) 
 

Componentes                                                 Quantidade 

                   Tris-base                                                         0,25 M 

                    Glicina                                                           1,90 M 

                     SDS                                                               41 mM 
Utilizado na concentração final de 1X. 

 

 

 

8. Tampão alcalino para IFI (4x)  
 

Componentes                                                 Quantidade 

Na2CO3                                                                                           11,4g 

NaHCO3                                                                                         33,6g 

NaCl                                                                   8,5g 

H20 qsp                                                          1000 mL  
 Utilizado na concentração final de 1X. 

 

 

 

 Glicerina tamponada: 9 partes de glicerina, 1 parte de solução para tampão de lavagem 

concentrado  
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B - Meios de Cultivo LB 

 

 

Meio Luria-Bertani (LB) 

Componentes                                     LB Líquido                               LB Sólido 

Extrato de levedura                                             5 g/ L                                        5 g/ L 

Cloreto de sódio                                                10 g/ L                                      10 g/ L 

Triptona                                                             10 g/ L                                      10 g/ L 

Ágar bacteriológico                                              -                                             17 g/ L 
Autoclavado por 15 minutos a 121 ºC e estocado em temperatura ambiente. 
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C- Gel para SDS-PAGE 12,5% 

 

 

Componentes              Gel de separação         Gel de empilhamento                                      

       Acrilamida 30%                  4,2 mL                               880 μL 

       Tris HCl 1,5 M pH 8,8        2,5 mL                                   - 

       Tris HCl 0,5 M pH 6,8           -                                     1,66 mL 

       SDS 10%                             100 μL                                  66 μL 

       Persulfato de amônio 10%     50 μL                                 40 μL 

       TEMED                                   5 μL                                   6 μL 

       Água Milli-Q                           3 mL                                  4 mL   
Quantidades descritas para o preparo de dois géis de 1 mm a 12,5%. 
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D2. Sequência dos Aminoácidos 
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