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RESUMO

A IgY ¢ um anticorpo presente em aves, repteis e peixes pulmonados. Devido a sua estrutura e
funcdo, a IgY ¢ analoga a IgG em mamiferos. A IgY possui um papel importante na resposta
imunologica humoral frente a antigenos, imunizagdes € doencgas infecciosas ou inerente a
corpos estranhos. Diferente da IgG de mamiferos que € encontrado no sangue dos animais, 0
IgY estd na gema de ovos facilitando sua extracdo e minimizando o sofrimento de animais de
experimentacdo. Desde a sua descoberta, pesquisadores vem desenvolvendo trabalhos a fim de
que essa proteina possa ser administrada como método de imunidade passiva para tratar doengas
em animais e seres humanos. Sua introdu¢do como ferramenta terapéutica minimizaria efeitos
adversos, como descrito nas drogas convencionais, além de diminuir o surgimento de
populagcdes de microrganismos resistentes aos antimicrobianos. A IgY pode ser utilizada em
ensaios imunologicos como ELISA, Western Blot, imunoprecipitagdo e imuno-histoquimica.
Em comparagdo com a IgG, a IgY apresenta-se como uma melhor op¢ao, ja que a por¢ao Fc da
IgY ndo interage com os receptores da por¢ao Fc de células de mamiferos, resultando em maior
qualidade nos exames e experimentos. A IgY pode ser empegada para imunidade passiva, como
ocorre na producdo de soro para tratar acidentes ofidicos. A IgY, também tem provado seu
potencial no combate a infec¢des causadas por virus, bactérias e fungos, assim como para
diagnoéstico dessas infecgdes. Além disso, a IgY tem demonstrado sua efetividade como
conservante. O objetivo desse trabalho foi realizar uma revisdo narrativa sobre os estudos
envolvendo a IgY aviaria, com foco na sua estrutura, funcionalidade e aplicabilidades.
Mediante aos achados concluimos que a IgY ¢ uma ferramenta com efeitos terapéuticos
importante e capaz de combater enfermidades, ser utilizada como diagnodstico, em
imunoensaios com seguranca.

Palavras-chave: IgY. Imunoglobulina aviaria. Anticorpo monoclonal. Imunidade passiva.
Ensaios imunologicos.



ABSTRACT

IgY is an antibody present in birds, reptiles and lungfish. In birds, this antibody is analogous to
IgG in mammals. The IgY has an important humoral immunologic role in response to antigens,
immunizations and diseases. Unlike mammalian IgG, which is extracted from the blood of these
animals, IgY is found mainly in egg yolks, from where we can extract, thus minimizing the
suffering of experimental animals. Since it was discovered, scientists has been developing
research in this area to use as a method of passive immunity to treat diseases in animals and
humans. The introduction of IgY as a therapeutic tool would minimize adverse effects that
occurs in conventional drugs, in addition, it can reduce the emergence of microorganisms
resistant to antimicrobials. The IgY can be used in immunological assays such as ELISA,
Western Blot, immunoprecipitation and immunohistochemistry. Compared to IgG, IgY is a
better option, because the Fc portion of IgY does not interact with the receptors of the Fc portion
of mammalian cells, resulting in higher quality in tests and experiments. IgY can be used for
passive immunity, as it happens in serum production to treat snakebite accidents. IgY has also
proven its potential in treatment of infections caused by virus, bacteria and fungi as well as for
diagnostic purpose in these infections. The aim of this work was to carry out a literature review
on studies involving avian IgY, focusing on its structure, functionality and applicability. Based
on the findings, we concluded that IgY is an important and safe technology and can be used as
therapeutic tool to fight diseases, diagnosis and immunoassays.

Keywords: IgY. Avian immunoglobulin. Monoclonal antibody. Passive immunity.
Immunologic assays.



Figura 1 —
Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 —
Figura 13 —
Figura 14 —
Figura 15 —
Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —
Figura 19 —

Figura 20 —

LISTA DE FIGURAS

Distribuic¢ao dos 6rgaos linfoides no corpo humano ..........................

Processo de maturacdo e ativagdo do LT para imunidade adaptativa

Processo de maturagdo e ativacdo do LB para imunidade adaptativa
hUMOTAL ..o
Diferenca entre Imunidade ativa e imunidade passiva pelo uso da IgY
Peca anatomica da Bursa de Fabricius ...........cccooveeiiiiiiiieceiiiieccee,
Distribuicdo de orgaos linfoides de galinhas .............coccoeiieiinnenen.
Representagdo grafica em ordem cronologica sobre a IgY ................

Representagdo grafica de publicacdes relacionadas a IgY entre 1956 e

Transferéncia de imunoglobulinas para os ovos por via transovariana
Caracteristicas estruturais da IgY € IgG ......cocevieiiiiiniiniiicees
Aplicacdo de injetdveis em frango .........cccevceeveeieeeiienieneeieceeeeee
Componentes presentes Na ZEMA ...cc.eeeveeververreerieenieeeereenieeeeseeneeenns
[lustragdo da utilizacdo da IgY na satide humana e veterindria ..........
Tustragdo do SARS-COV-2 ....oviiiieieeeeeee e
Bloqueio da ligacdo entre SARS CoV-2 e ACE2 ......cccevvieiiinnennn.
Visualizacao de IgY agindo sobre bactérias que causam periodontites
em microscopia eletronica de tranSmissao ...........ceceeveeveereeneereeneenne.
Inibi¢do do crescimento fingico na presenca da IgY anti-Candida
albicans e IgY anti-Candida glabrata em material de préotese dentaria
Configuracao tridimensional da proteinade Feld 1 ..........ccceeenees
Configuragao tridimensional da proteina de Fel d 1 neutralizada por
UAS LY e
Gel de eletroforese para deteccdo da imunoglobulina por peso

INOLECULATL ... e et e e e e e

16

17

18
20
26
26
28

29
30
31
40
42
44
48
49

51

53
56

57



Tabela 1 —

Tabela 2 —
Tabela 3 —
Tabela 4 —
Tabela 5 —

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas do Trato Gastrointestinal relacionada a degradagdo de 34

IMUNOZIODULINGS ....ooviiiiiiieiiieiieeie et

Caracteristicas e diferenciais entre IgY € IgG ......ccceevvvieviieeieennee. 35
Grupos de métodos de purificagao de IgY .....ccoevevvviieiiiieiiiieeiens 43
Experimentos com atividade antibacteriana da IgY ..........cccceoenee. 50

IgY para diagnoStiCo .......covueeviirieriiiieiieeeeeee e 58



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AC — Anticorpo(s)

APC — Célula apresentadora de antigeno

BCA — Aminoacidos de cadeia ramificada (branched chain amino acids)
BRYV — Rotavirus Bovino

BVDV — Virus da diarreia viral bovina

CPV-2 — Parvo virus canino

DC — Doenga celiaca

EFB — Proteina de ligacdo no fibrinogénio (do inglés fibrinogen binding protein)
ELISA — Ensaio imunoenzimatico

FCA — Adjuvante completo de Freund

HINT1 — Variagdo da espécie de virus causador da influenza A, causador da gripe suina
H5NI1 — Variagdo da espécie de virus causador da Influenza aviaria A
H5N2 — Variagao da espécie de virus causador da influenza aviaria A
HA ou H - Hemaglutinina

HAYV — Virus da Hepatite A

HLD — Lipoproteina de alta densidade

IFA — Adjuvante incompleto de Freund

Ig — Anticorpo / Imunoglobulina

IgA — Anticorpo ou imunoglobulina do isotipo A

IgD — Anticorpo ou imunoglobulina do isotipo D

IgE — Anticorpo ou imunoglobulina do isotipo E

IgG — Anticorpo ou imunoglobulina do isotipo G

IgM — Anticorpo ou imunoglobulina do isotipo M

IgY — Anticorpo ou imunoglobulina do isotipo Y

IL-1pB — Interleucina 1 beta

IM — Intramuscular

kDa — Kilo Dalton

LB — Linfocito B

LT — Linfécito T

LDL — Lipoproteina de baixa densidade

MAD — Anticorpo monoclonal



mg — miligrama (s)

Min — minuto

ml — mililitro (s)

NA ou N - neuraminidase

NaCL — Cloreto de Sodio

°C — Grau(s) célsius

OLP — Orgo linfoide primario

OLS — Orgo linfoide secundério

PBS — Tampao fosfato salino

PEG - Polietilenoglicol

pH — Potencial de Hidrogénio

RNA — Acido Ribonucleico

RPM — Rotagdo por minuto

SARA — Sindrome da angustia respiratdria sistémica
SC — Subcutaneo

SDS-PAGE — Sédio Dodecil Sulfato — Eletrofosere em Gel de Poliacrilamida
SEB — Enterotoxina estafilococica B (do inglés “Staphilococcal enterotoxin B”)
TNF — Fator de necrose tumoral

UFC — Unidade formadora de colonia

WB — Western Blot

pg — Micrograma (s)

pL- Microlitro (s)



SUMARIO

L. INTRODUGAO ... eeeeae 15
2 OBIETIVOS ..ttt et sttt et e h e a et sat e sae ettt e sbe et e 21
2.1 ODBJEtiVO GEIAL.....ccuiiiiiieiiieiiecieeeeee ettt et enne 21

2.2 ODbjJetivos ESPECITICOS ...cccuiiiiiiiieiiieiieeie ettt ebeesnae e 21

3. METODOLOGIA......c..eoteeteeee ettt sttt ettt et e bt et e ees 22
3.1 METODOLOGIA DA REVISAO ......ooviiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL ....cooeiiiieteeeeeee et 23

4 FUNDAMENTACAO TEORICA ..o, 25
4.1 SISTEMA IMUNE DAS AVES ... oottt 25
4.2 HISTORIA DA IMUNOGLOBULINA Y E ATUAL INTERESSE CIENTIFICO......27
4.3 TRANSFERENCIA DA IgY PARA OS OVOS ..o 29
4.4 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E FISICO-QUIMICAS......ooovveeeeeeereenee. 31
4.4.1 pH € PONLO 1SOCIEIICO .. veeuviiiiieiieeiieie ettt ettt ettt ettt eebeesaeeebeessaeensaen 32
4.4.3 Administragdo de anticorpos oralmente em mamiferos ...........cccceevveeviierieerreenvennnnnns 33
4.5 VANTAGENS DA IGY RELACIONADA A IGG DE MAMIFEROS...........cccecvvvuuna., 35
4.5.1 Vantagens da [gY em IMUNOENSAIOS . .....ccueerureriieniieeieeniieeieeeiee et esiee et e sieeeeeesieeeeens 36
4.5.2 Vantagens ECONOMICAS .....c...eruertirrterteeierteenteeteeteenteetesteenteestesseentesasesbeeseeseesseensesaeenne 37
4.5.3 Vantagens ética de bem-estar animal............ccceeieviriiiniiniiiinieeeeeee e 37
4.6 PRODUCAO DE IGY POLICLONAL EM GALINHAS .......cocooviiieeeeeeeeeeceeeeeeaen, 38
4.6.1 Criagdo de galinhas para producao de IZY ......cooovveviiiiiiiiiie e 38
4.6.2 Tipos de antigeno e associagdes com adjuvantes na imuniZagao ..........cceeeeruveeevveennnn 39
4.6.3 Aplicacao dO anti@ENO0........ceevuiieeiiieeiieeeiie et et 39
4.6.4 Rota de imunizacao e titulacdo de antiCOrPOS. .......eeeueerieriieerieeiieriie ettt 40
4.6.5 Conteldo € compoSigA0 daAS ZEMAS........evueeruieiiriieierieriieie ettt 41
4.6.6 Isolamento da ProteINa.........coeevuirieruiriieriiniieieetee ettt sttt 42
4.7 APLICABILIDADES MEDICAS DA IGY ....ovimieeeeeeeeeieeeeeeeeeeeee e 43
4.7.1 Atividade antiviral .........coocoiiiiiiiii e 44
4711 = SARS-COV2 ettt sttt ettt ettt ae e e 47
4.7.2 Atividade antiDaCteIIana ..........cceeiuieiuieeiieiieiieeie ettt sttt 49
4.7.3 Atividade antiflingICa..........ccouiiiiiiiieiiieeie et e e e 52
4.7.4 Acidentes COM CODTAS € ESCOTPIORS. ..c.uueeurierireeiieriieeieenieeeteestteeteesereenseesseeeseessnesseens 53
4.7.5 Utilizagao para controle de obesidade ...........cocvevuiieiieniiiiiieiieeiece e 54

4.77.6 At1vIidade antITUIMIOTAL ......ooeeeeiiieeeieeeeeee et eaeseseeeeenesenennnnnn 54



47,7 RINIEE ALETZICA ...c.veeniieeiiieiieeiie et ettt e ettt e et et e et e e eaeeabeessaeesbeesseesnseensaeanseenssesnsaens 55

4.7.8 Aplicabilidade da IgY para dia@nostiCo.........cecverireiierieeiiienieeieesee et sae e 58
4.7.9IgY em doencas CEIIACAS .......cuiiiiuiieeiieeeiie ettt et e e ear e e e 59
5 RESULTADO EXPERIMENTAL......cctiiieieieeeee ettt 60
6 DISCUSSAOQ ...ttt 61
7 CONCLUSAO ...ttt 64
8 PERSPECTIVAS E ABORDAGENS FUTURAS .....cooiiiiiieeeeeeeeeeee e 65

O REFERENCIAS ..o e e e e e e s s e e e s et e s s e s e een s eses e 66



15

1. INTRODUCAO

O sistema imunoldgico tem a fun¢do de defender o organismo através de mecanismos
moleculares e celulares quando esta ameacado por algum agente infeccioso ou estruturas
estranhas ao organismo mesmo que ndo infecciosa. Em seres humanos, mamiferos e aves, o
sistema imunologico ¢ didaticamente dividido em duas partes, o sistema imunoldgico inato e o
sistema imunoldgico adaptativo (KELLIE; AL-MANSOUR, 2017; TIZARD, 2014).

O sistema imune inato ¢ geralmente € primeiro mecanismo de defesa do organismo que
ocorre em resposta a entrada de patégenos, entendendo-se desde a pele e pelagem que sdo as
barreiras fisicas até as respostas rapidas efetuadas pelas células que compdem este tipo de
imunidade. Algumas das células presentes no sistema imunoldgico inato sdo: Natural Killer
(NK), neutréfilos, macrofagos e células dendriticas. Essas células tem como seus principais
mecanismos a fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatdrios, ativacdo de proteinas do
complemento, bem como sintese de proteinas de fase aguda como citocinas e quimiocinas
(CRUVINEL et al., 2010; KELLIE; AL-MANSOUR, 2017; MCCOMB et al., 2019; TIZARD,
2014). Assim, em todas as vezes que um patdgeno ¢ capaz de superar a barreira fisica do
organismo, encontrara uma série de eventos que correspondem aos mecanismos imunologicos
que caracterizam a resposta inata (TIZARD, 2014).

A 1imunidade inata € caracterizada por ndo apresentar memoria, nao possuir
especificidade direcionada ao patdgeno em questdo, porém ¢ de grande importancia por se tratar
do primeiro mecanismo de defesa do organismo. Por outro lado, a imunidade adaptativa € capaz
de identificar o patogeno, processa-lo e formar uma resposta de memoria sendo capaz de
combater o mesmo patdgeno em casos de reinfec¢cdes de forma mais rapida e direcionada ao
mesmo. (KELLIE; AL-MANSOUR, 2017; MCCOMB et al., 2019; TIZARD, 2014).

O sistema imune adaptativo ocorre por intermédio das células denominadas linfocitos,
que embora encontradas em todo o corpo, estdo presentes majoritariamente no interior de
orgaos linfoides. A imunidade adaptativa depende de 6rgdos especializados para o surgimento
e desenvolvimento dessas c€lulas para que posteriormente possam detectar patdogenos e iniciar
a resposta adaptativa (Figura 1) (MCCOMB et al., 2019). Os linfocitos sdo originados na
medula 6ssea e em seguidas sdo maturados nos 6rgaos linfoides primarios (OLP) e depois
encaminhados aos 6rgados linfoides secundarios (OLS). A medula 6ssea e o timo compdem 0s
OLP, pois ¢ através deles que ocorrem a maturagdo dessas células. O saco vitelinico e o figado

compdem os OLP apenas durante a fase neonatal. As tonsilas, linfonodos, placa de peyer e o
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bago conferem os OLS, pois sdo neles que as células maduras ficam armazenados até que sejam
diferenciados em células efetoras. Os vasos linfaticos e os vasos sanguineos correspondem ao
percurso dessas células para passagem em diferentes parte do corpo (KELLIE; AL-

MANSOUR, 2017; MCCOMB et al., 2019; TIZARD, 2014).

Figura 1 — Distribui¢do dos 6rgdos linfoides no corpo humano.

Tonsilas

Timo

Linfonodo

Baco
Figado

Placa de peyer

Medula ossea

Vasos linfaticos

Legenda: Distribui¢@o dos 6rgdos linfoides no corpo humano. O timo e a medula dssea correspondem aos 6rgaos
linfoides priméarios. O bago, tonsilas, linfonodos, placa da peyer correspondem aos 6rgaos linfoides secundarios.
Adaptada de Mccomb et al., (2019).

A imunidade adaptativa ¢ dividida em duas partes, imunidade celular e imunidade

humoral (Figura 2). A imunidade celular ¢ mediada pelos linfocitos T (LT). Os LT surgem na
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medula 6ssea e direcionam-se ao seu respectivo 6rgao linfoide primario, o timo, onde essas
células passam pelo processo de maturagdo. Quando maturados e antes de obter especificidade,
essas c¢lulas sao chamadas de Linfocitos T virgens e estarao presentes nos OLS. Na presenca
de um antigeno, as células apresentadoras de antigeno (APC), seja uma célula dendritica ou
macrofago, irdo fagocitar o antigeno e dirigir-se aos OLS para apresenta-los aos LT via
molécula de histocompatibilidade do tipo 1 (MHC-1), que entdo passara por expansdo clonal e
diferenciagdo de células virgens para algum tipo de célula T efetora. As células T efetoras
podem ser TCD4-Thl, que atuara na ativacdo de macrofagos, ou TCD4-Th2 que atuara na
estimulacdo de linfocitos B (LB) para sintese de anticorpos (AC) pela sua liberagdo de citocinas,
ou TCD8 que também chamada de célula citotoxica por realizar a execucdo da célula do
hospedeiro que foi infectada. A linhagem TCD4 também ¢ chamada de T auxiliadora ou T —
Helper. (KELLIE; AL-MANSOUR, 2017; MCCOMB et al., 2019; TIZARD, 2014) Todo este

processo esta representado da figura 2.

Figura 2 — Processo de maturacado e ativagdo do LT para imunidade adaptativa celular.

Desenvolvimento Periferia Ativagdo do LT DT

[ ] -
. .-— " , i, ) (--\—.) L J“; . ou
’;)**-*—* é’g — TCD4-Th2

= = ou

: Y ’ TCDS
Timo Apresentagao Diferenciacéo e

Medula do antigeno expansao clonal de
6ssea via MHC-1 LT

Legenda: Desenvolvimento do linfécito T atua sua ativagdo e diferenciagdo em célula efetora. Adaptado de Kellie
e Al-Mansour (2017).

A segunda parte da imunidade adaptativa, a imunidade humoral ¢ mediada pelos LB.
Os LB também surgem na medula dssea, mas diferente do LT, sdo maturados na medula dssea,
o seu respectivo orgdo linfoide primario. Tanto LB quando LT, apds o seu processo de
maturagdo, sdo direcionados aos 6rgaos linfoides secundarios (Figura 3) (TIZARD, 2014).

Os LB antes de serem efetores, sao chamados de linfocitos B virgens e quando ativados
sao diferenciados em plasmocitos. Para ocorrer sua ativacdo € necessario que o antigeno se
ligue ao receptor da célula B (BCR) que estdo presentes na superficie da célula. Outro meio de
ativacdo ¢ através da reapresentacdo do antigeno ao T-helper via MHC-II pela propria LB.

Neste caso o T-helper iniciara a liberacao de citocinas que levard a diferenciacao de células B
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virgens em plasmécitos culminando na liberagdo de anticorpos. (KELLIE; AL-MANSOUR,
2017; TIZARD, 2014). Este processo esta apresentado na figura 3.

Figura 3 — Processo de maturagao e ativacdo do LB para imunidade adaptativa humoral.

Desenvolvimento Periferia Antigeno se liga
| . N ao BCR e T-helper
— : o reapresenta o \ | Liberacdo de
- - — ) —> ) antigeno ao — —> —> anticornos
| T-helper via Linfocito B P
. L.mfocﬂo B MHC-2 Plasmoécito
Surgimento e virgem
maturagdo ) n, Antigeno se liga

- S\ a0 BCR o Liberagéo de
Medula ssea (2 > > anticorpos

Plasmécito

Legenda: Desenvolvimento do linfocito B até a sua diferenciagdo em plasmécito e liberagio de anticorpos. E
apresentado os dois meios precursores dessa diferenciacdo, tanto pela ligacdo do antigeno ao BCR, quanto pela
liberacdo de citocinas pelo T-helper quando reapresentados pelo LB via MHC-2. Adaptado de Kellie e Al-Mansour
(2017).

Os linfocitos B participam da resposta imune humoral ao produzir imunoglobulinas (Ig),
sendo estas encontradas na superficie das células que a produz, superficie de mastdcitos ou de
forma livre no sangue e tecidos apds serem produzidas. As Ig encontradas na superficie dos
linfocitos B sdo chamadas de BCR (Receptor de célula B). As Ig de superficie, podem dar inicio
a uma cascata de eventos de sinalizagdes que podem levar a ativagdo das células B, expansdo
clonal e diferenciagdo em plasmocitos. Os anticorpos que estdo livres percorrem liquidos
teciduais em busca dos antigenos especificos, ao qual se ligam, a fim de neutraliza-los
(BLATTNER; TUCKER, 1984; KLEIN, 2014).

As imunoglobulinas geralmente sdao produzidas em respostas contra antigenos nao
proprios, ou estranhos ao organismo, que estao presentes em patdogenos ou em outras estruturas
como poélen de plantas, insetos, alimentos, medicamentos e pelagem de animais ou em casos de
doengas autoimune (CASALI; SCHETTINO, 1996; EISEN; PEARCE, 1962; KLEIN, 2014).

As atividades bioldgicas das Ig ocorrem a partir da unido entre o antigeno e o anticorpo
(CASALI; SCHETTINO, 1996; EISEN; PEARCE, 1962). Essa unido ¢ denominada
imunocomplexos, que a partir da sua formacdo, vao sinalizar para as células do sistema
imunoloégico, como macréfagos e neutrdfilos, realizarem sua fagocitose em um processo
chamado opsonizacao e consequentemente o seu processamento (KELLIE; AL-MANSOUR,
2017; MCCOMB et al., 2019; TIZARD, 2014).

Outra via de atuacdo das Ig ¢ a mediada pelo sistema do complemento na via classica.
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As proteinas deste sistema quando ativadas promovem a lise celular do patdégeno ao se ligarem
a ele desencadeando o complexo de ataque a membrana. Esses eventos impedem que a por¢ao
deletéria do patdgeno possa infectar células, possibilitando a eliminagado e neutralizagdo de suas
toxinas, evitando o seu poder antigénico (METZGER, 1970; MURPHY et al., 2010).

As Ig sdo divididas em classes ou isotipos, de acordo com suas caracteristicas estruturais
podendo apresentar diferengas expressivas entre espécies de animais. Em mamiferos por
exemplo, possuem 5 isotipos de anticorpos: IgM, IgG, IgA, IgE e IgD (KLEIN, 2014; SUGITA-
KONISHI et al., 1996), das quais estdo diretamente envolvidas nos processos de imunidade
ativa e passiva. Diferentemente dos mamiferos, as aves possuem IgA, IgM e IgY (TIZARD,
2014). Embora a imunidade e alguns de seus mecanismos entre mamiferos e aves sejam
parecidas, as aves apresentam caracteristicas singulares que garante a suas diferentes
atribui¢des quando comparadas a imunidade de mamiferos.

Os anticorpos tem uma grande importancia laboratorial quando em experimentos e
diagnéstico e também clinico quando utilizado para tratamento de doengas. Essa
empregabilidade ¢ chamada de imunidade passiva. Existem dois tipos de imunizacdo, a
imunizacdo ativa que ¢ quando o individuo € exposto & um antigeno, gerando uma resposta
imune adaptativa. Essa resposta leva dias para se desenvolver, podendo ser duradoura. Ja a
imunizagdo passiva se da pela administragdo de anticorpos ja produzidos, para protecao contra
infeccdo ja existente, que ao ser fornecidos, podem gerar protecao imediata de curta duragdo
(BAXTER, 2007).

Um exemplo de imunizagdo passiva ¢ a resposta imunoldgica que ¢ desenvolvida a partir
da amamentacdo. Nesse caso ocorre a transferéncia de anticorpos maternos para o recém-
nascido. Nos mamiferos os anticorpos IgG e IgA sao transferidos da mae para o feto durante a
gestagdo, e ao nascer por meio do leite materno. Tanto seres humanos quanto animais em geral,
obtém anticorpos maternos por meio do colostro, dos quais sdo transportados para a circulagio
através do epitélio intestinal (CHUCRI et al., 2010; LILIUS; MARNILA, 2001; VAN DE
PERRE, 2003).

Soros especificos para tratar enfermidades, como no caso de acidentes ofidicos, sdo
tradicionalmente produzidos em cavalos, ovelhas e cabras. Em uso experimental também ¢
empregado soro de roedores, como ratos € camundongos. A IgY tem sido uma alternativa
importante para producao anticorpos especificos que possam ser empregados como imunizagao
passiva (ARAUJO etal., 2010; LIU; DONG; KONG, 2010; MEENATCHISUNDARAM et al.,
2008a, b; PAUL et al., 2007). Na figura 4, ¢ apresentado a diferenca entre imunizacao ativa e

passiva pela administracao oral da IgY especificas.
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Figura 4 — Diferenca entre Imunidade ativa e imunidade passiva pelo uso da IgY.
a Active immunity

Pathogen
Antigen o o]

b Passive immunity

Angen Pathogen
o
'l o)

Legenda: Demonstrag@o da diferenga entre a imunidade ativa e passiva. O individuo pré exposto ao patégeno
através da vacinagdo para obtengdo de anticorpos através da imunidade adaptativa (ilustragdo A). Imunizagdo
passiva, os anticorpos sdo administrados sem que o individuo seja exposto a doenga ou patdogeno (ilustragdo B).
Fonte: kovacs-nolan e Mine (2012).

Mediante a importancia de imunoterapias, em especial aquelas que promovem
imunidade passiva, foi realizado uma revisdo de literatura a respeito da IgY a fim de descrever
suas particularidades estruturais e fisico-quimicas. Em adicdo, foi descrito como as IgY sdo
produzidas e obtidas diretamente da gema, até as suas aplicagdes biomédicas, laboratoriais e

profilaticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Revisar sistematicamente sobre a IgY, desde sua descoberta e caracteristicas até estudos
in vivo € in vitro que apresentem caracteristicas e aplicabilidades médicas e experimentais da

IgY.

2.2 Objetivos Especificos

a) Conhecer a historia da IgY desde sua descoberta aos dias atuais na pesquisa;
b) Identificar caracteristicas fisico-quimica da imunoglobulina Y;

c) Apresentar as aplicabilidades biomédicas e laboratoriais da IgY;

d) Encontrar métodos para obtencao da IgY;

e) Isolar experimentalmente IgY em ovos comerciais.
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3. METODOLOGIA

3.1 METODOLOGIA DA REVISAO

Estudos literais, experimentais e revisdes a respeito das particularidades estruturais e
fisico-quimicas da IgY foram identificados. Incluimos estudos que investigaram aplicabilidades
médicas no tratamento de enfermidades, profilaxia e técnicas de imunoensaios com
imunoglobulinas. Além disso, foram identificados e tabulados os diferentes tipos de métodos
para produgdo de IgY especifica, bem como seus métodos para purificagdo. As bases de dados

foram: Pubmed, Scielo, Google Scholar.

1. Os critérios de inclusao listados abaixo foram utilizados para selecionar os estudos:

a) Tipo do estudo: Estudos literais, experimentais e revisdes com investigagoes in vivo € in vitro
sobre a IgY;

b) Data de publicacdo: Sem restri¢des;

¢) Idioma: Sem restri¢des;

d) Espécie: Sem restri¢des.

2. Os critérios de exclusao listados abaixo foram utilizados para selecionar os estudos:
a) Tipo do estudo: Recomendagdes, opinides e relatos de caso;

b) Trabalhos incompletos ou com citagdes ausentes.

A elegibilidade dos estudos ocorreu pela leitura de titulos e resumos. Foram excluidos
trabalhos compactados, incompletos ou que ndo apresentavam os interesses desta pesquisa. Os
estudos incluidos foram importados para um gerenciador de referéncia (Mendeley,

https://www.mendeley.com/download-reference-manager/) citados, pelo DOI e/ou PMID e/ou

ISSN. Alguns artigos de revisdo também foram utilizados para encontrar novas fontes de

pesquisas e autores relevantes, bem como, a seguridade das informagdes.

3. Palavras-chave utilizadas para a busca:
a) IgY ou Imunoglobulina Y (Immunoglobulin Y);
b) Sistema Imune das aves (Immune system of birds);

c) Estrutura da IgY (IgY structure);


https://www.mendeley.com/download-reference-manager/
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d) Caracteristicas fisico-quimica da IgY (IgY’s physicochemical characteristics);
e) Uso da IgY na medicina (use of IgY in medicine);

f) Uso da IgY em diagnostico (Use of IgY in diagnosis);

g) Uso clinico da IgY (Clinical use of IgY);

h) Producao da IgY (IgY production).

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Na primeira parte experimental, foi realizada precipitagdo das IgY. Para a precipitagdo
proteica, foi utilizado o polietilenoglicol 6.000 (PEG 6.000) apresentada por SCHADE e
colaboradores (2005), da qual esta baseada na metodologia proposta por Polson e colaboradores
(1980), com modificagdes (PAULY et al., 2011).

A fase inicial consistiu na remocao lipidica, e em seguida, foi realizada a precipitacao
da IgY presente no sobrenadante resultante. Foram utilizados ovos comuns comercializados em
mercados, de galinhas ndo imunizadas para um antigeno especifico. A metodologia consistiu
na diluicdo da gema em tampao em PBS (Tampao fosfato salino), e adi¢do de PEG em trés
concentragoes diferentes: 3,5 %, 8,5 % ¢ 12 %.

As cascas dos ovos foram cuidadosamente quebradas para evitar a ruptura da gema, que
em seguida era transferida para um separador afim de extrair a clara e todos os seus residuos.
A gema foi transferida para um papel de filtro, que por deslizamento causada por
movimentagdes circulares e manual, a clara residual era absorvida para o papel filtro. A
membrana vitelinica, da qual limita a gema da clara foi perfurada com uma ponteira, sendo a
gema escorrida para um tubo Falcon de 50 mL. A gema foi homogeneizada com tampao, onde
para cada parte de gema foram adicionadas duas partes em volume de PBS. Do volume total,
gema mais PBS, foram adicionados 3,5 % de PEG 6000 em relacio ao total desse volume. Em
seguida o tubo foi agitado em vortex, seguido por 10 min de rolamento em um misturador
rotativo.

Essa etapa do procedimento de extracao separa a suspensao em duas fases, “solidos de
gema” que contém substancias gordurosas, e a fase aquosa, contendo IgY e demais proteinas
da gema (POLSON et al., 1980). Os tubos foram centrifugados a 4.000 rpm em rotor de angulo
fixo, por 50 min a 4 ° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo enquanto o pellet
foi descartado. Novamente o PEG 6000 foi adicionado, na concentracao de 8,5 % do novo

volume. O tubo foi novamente agitado em Vortex e levado ao misturador de rolamento por
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mais 10 min. As amostras foram levadas novamente a centrifuga a 4.000 rpm em rotor de
angulo fixo, por 50 mina 4 ° C.

Diferente do que ocorre na primeira filtragem, o pellet foi utilizado e sobrenadante
descartado. O pellet foi cuidadosamente dissolvido em 1 ml de PBS com ajuda de um bastao
de vidro e vortex. Mais PBS foi adicionado até completar um volume final de 10 ml. A solugao
foi misturada com PEG 6000 a 12 % (p/v, 1,2 g) e levado ao vortex e misturador de rolamento.
O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi cuidadosamente dissolvido em 1500 ul
de PBS. Em seguida o contetido foi separado por peso molecular quando transferido para um
Amicon® Pro Purification System (Merck, cidade de Darmstadt, estado de Hesse, Alemanha)
de 100 kDa e centrifugado a 4.000 rpm em rotor de angulo fixo por 15 min a 4 °C. Foi
adicionado 1 ml de tampao PBS e centrifugado novamente como método de “lavagem”. Este
processo foi repetido por 3x. As amostrar foram aliquotadas e armazenadas a -20 °C até a sua
utilizacdo.

A concentragdo de IgY foi quantificada pelo método de Lowry modificado pelo kit
comercial BCA Protein Assay (Thermo Scientific Pierce, New York, NY, EUA). Para
identificar a presenca da IgY na extracdo, amostras foram aplicadas em um gel de
poliacrilamida 10 % em conjunto ao marcador de peso, ladder prestained Bio-rad (Bio-rad
laboratories, Hercules, Califérnia, EUA), visando a identificagdo das cadeias leves e pesadas
separadas no gel pelo peso molecular apresentado em experimento. Esse método de separacao

¢ comparado com o teste de concentracdo por dialise na discussdo e resultados.


https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvJbjMqY_nlf24ZgXMvMNRTknBSYrQ:1635284020292&q=Hercules+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMU8UouSS3NSixU0nBNzMtMOby7Ky0zU3MHKCABppDmaYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi0oIvZg-nzAhXKlJUCHUhPD6gQmxMoAXoECDgQAw
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 SISTEMA IMUNE DAS AVES

Para conhecer o sistema imune das aves, maior parte dos estudos foram utilizado
galinhas (Gallus Gallus domestiscus) e por isso nem todas as afirmac¢des podem corresponder
as demais 10.000 espécies de aves. As aves e os mamiferos se divergiram do mesmo ancestral
comum a mais de 300 milhdes de anos, quando diferentes caracteristicas evoluiram e se
diferenciaram, entre elas, grande parte do sistema imune. A andlise do genoma completo de
galinhas proporcionou achados sobre a evolu¢do em comum da imunidade entre as espécies,
por exemplo, diferentes genes ortdlogos associados ao sistema imune que antes eram
considerados apenas aos mamifero (TIZARD, 2014).

Assim como em mamiferos, o sistema imune das aves consiste em 6rgaos primarios e
secundarios. Os 6rgdos primarios das aves sao Timo, onde ocorre a maturacao dos LT, e a Bursa
de Fabricius (BF), onde ocorre a maturagdo dos LB, divergindo-se dos mamiferos que tem os
LB maturados na medula 6ssea (TIZARD, 2014). A BF é um o6rgao linfoide epitelial,
arredondado como uma bolsa, localizado e conectada acima da cloaca por meio de um ducto
encontrado na parte distal da cloaca, denominado proctodeum (MONTASIER, 2009). A BF
estd presente apenas em aves € esta associada a hematopoiese, diferenciacdo e maturagdo de
linfécitos B. Esta estrutura atinge seu maior tamanho entre a primeira e segunda semana apos
a eclosdo de ovo e diminui conforme o animal envelhece (REYNAUD et al., 1989; TIZARD,
2014).

Como a BF sofre reducdo do tamanho ao amadurecimento sexualmente, a atrofia pode
ser induzida pela administragdo de testosterona. Quando retiradas, mesmo que apresentem LB
circulantes, as aves bursectomizadas podem possuir baixos niveis de Ig (TIZARD, 2014). As
aves nao possuem linfonodos, sendo o baco, o tecido linfoide do sistema gastrointestinal e as
glandulas de harder os Orgdos linfoides secundarios (REYNAUD et al., 1989). A

esquematizacao dos 6rgaos linfoides das aves, estdo apresentadas na figura 6.
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Figura 5 — Peca anatomica da Bursa de Fabricius.

Legenda: Pega anatomica da Bursa de Fabricius, de um pinto com uma semana de vida, que foi submetido ao
procedimento de bursectomia. O 6rgdo se encontra aberto para demonstragdo das dobras. Fonte: Tizard (2014).

Figura 6 — Distribui¢do de o6rgaos linfoides de galinhas.

Placa

de Peyer Bursa

de fabricius

Legenda: Distribui¢do dos érgios linfoides em aves. E apresentado: Glandula de harder, timo, figado, bago, placa
de peyer, bursa de Fabricius, tonsilas cecais e medula Ossea. Imagem adaptada, disponivel em
https://www.dummies.com/home-garden/hobby-farming/raising-chickens/the-organs-of-a-chickens-immune-
system/. Acesso dia 08 de setembro de 2021.


https://www.dummies.com/home-garden/hobby-farming/raising-chickens/the-organs-of-a-chickens-immune-system/
https://www.dummies.com/home-garden/hobby-farming/raising-chickens/the-organs-of-a-chickens-immune-system/
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Enquanto apds o nascimento os mamiferos transferem imunidade passiva para progénie
via amamentacdo, as aves garantem a imunidade passiva durante a formacao embrionaria via
foliculo ovariano, onde ocorre a transferéncia de anticorpos. Diferente dos mamiferos que
possuem cinco isotipos de anticorpos, as aves possuem apenas IgM, IgA e a IgY que ¢ analoga
a IgG dos mamiferos (CHEN; LEHMEYER; COOPER, 1982). Ainda inda nao foi identificado
nenhum gene para IgD (TIZARD, 2014).

No inicio, a IgY foi descrita como a IgG de aves. Assim como a IgG, a IgY também esta
presente no soro e envolvida com a resposta imune secundaria. Porém, a nomenclatura se tornou
inapropriada, principalmente devido a suas diferencas estruturais fundamentais entre IgY e IgG.

A sequéncia de DNA dos genes codificadores para IgY sdo mais parecidos com os genes
codificadores da IgE, do que com os genes codificadores da IgG de mamiferos. Portanto,
supdem que a IgY seja um progenitor filogenético da IgE, IgA e IgG dos mamiferos. Essa teoria
leva em consideracao de que em contraste com a IgG a IgY, pode mediar reagdes anafilaticas
(SCHADE et al., 2005). A IgY também ¢ encontrada em peixes pulmonados, repteis e anfibios
(TIZARD, 2014).

4.2 HISTORIA DA IMUNOGLOBULINA Y E ATUAL INTERESSE CIENTIFICO

Em 1898, Klemperer descreveu a transferéncia de IgY em ovos de galinhas pela
primeira vez. Para isso o pesquisador imunizou aves contra Clostridium tetani, o agente
causador do tétano. As IgY foram administradas via intraperitoneal em ratos, que
posteriormente foram desafiados. Assim, Klemperer observou que a IgY possuia atividade
protetora contra posteriores infecgdes causadas por Clostridium tetani, diferente do grupo que
ndo recebeu IgY, e ndo sobreviveram ao experimento. Tais evidéncias sugeriram a presenca de
anticorpos Anti-Clostridium tetani (KLEMPERER, 1893, LEIVA et al., 2020).

Os estudos voltados para IgY's tiveram uma longa pausa, até quando o bem-estar animal
comegou a ser uma preocupacdo na comunidade cientifica. Russel e Burch (1959),
apresentaram o trabalho “Principios da Técnica Experimental Humana”, onde evidenciaram a
importancia do bem-estar animal. Os autores abordaram sobre como a IgY poderia ajudar, ja
que ndo era necessario realizar sangria nos animais para obten¢do de anticorpos, como ocorre
em mamiferos (equinos e roedores), visto que os anticorpos estdo presentes em grande
quantidade na gema. (LEIVA et al., 2020; SCHADE et al., 2005).

Até 1969, as imunoglobulinas aviarias eram chamadas de IgG de aves, principalmente

por ter semelhangas com a imunoglobulina G, comumente encontrada em mamiferos. Neste
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mesmo periodo, Leslie e Clem (1969) puderam evidenciar as diferengas entre ambas, onde
surgiu a nova denominac¢ao, chamando-as de “IgY” (LESLIE; CLEM, 1969).

A partir de 1980, o uso da tecnologia IgY ganhou mais espaco e aplicabilidade. Desde
entdo, ¢ possivel encontrar IgY comercialmente, conjugado com a fluoresceina, fosfatase
alcalina ou peroxidade, aumentando sua utilizagdo em pesquisa. Em 1989, foi descrito o
primeiro ensaio imuno-histoquimico com IgY (SCHMIDT; HAFNER; et al., 1989; SCHMIDT;
WIEDEMANN et al., 1989).

Em 1996, a nomenclatura de IgY-Tecnology foi atribuida para designar a producao e a
aplicagdo de anticorpos provenientes da gema (SCHADE et al., 2005). Ainda em 1996, o Centro
Europeu para Validacdo de Metodologias Alternativas (ECVAM) recomendou o uso de IgY,
ao invés de IgG de mamiferos, minimizando dores e estresse causados durante a coleta invasiva
para obtencao de anticorpos (SCHADE et al., 2005). A cronologia da IgY est4 apresentada na
figura 7. Muitos grupos de pesquisa vém apresentando resultados promissores com a IgY e por

isso vem ganhando interesse da comunidade cientifica nos ultimos anos (figura 8).

Figura 7 — Representacao grafica em ordem cronoldgica sobre a IgY.

Primeiro relato de Aplicagéo IgY mais
IgY por Klemperer se torna mais ampla Inovagdo - Patantes de IgY
< 1959 199 2016 >
1893 1680 2000

Russell e Burchapresentaram ECVAM Ensaio Clinico - Fase 3
o trabalho “Principio da Recomenda o IgY como ferramenta
Técnica Experimental uso da Ig¥ terapéutica
Humana”

Legenda: Representacdo cronoldgica do uso e aplicabilidade da IgY, desde seu primeiro relato até os dias atuais.
Adaptado de Leiva e colaboradores (2020).
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Figura 8 — Representacgao grafica de publicagdes relacionadas a IgY entre 1956 e 2021.
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Legenda: Crescimento de publicagdes cientificas sobre a IgY nos ultimos anos, de acordo com a base indexadora
Pubmed. Acessado dia 26/08/2021.

No tultimo século, o Office Vétérinaire Federal (Suica) aprovou a IgY como método
alternativo ao uso de animais em pesquisas. Nos tempos atuais, a tecnologia tem sido
amplamente investigada por pesquisadores da saude, na tentativa de utilizar a IgY em

imunoterapias e imunoprofilaxia na medicina veterinaria e humana.

4.3 TRANSFERENCIA DA IgY PARA OS OVOS

A IgY ¢ encontrada no sangue, tecidos e, no caso das fémeas, ¢ transferida também para
gemas dos ovos via foliculos ovarianos, conferindo imunidade passiva para a sua progénie. Essa
transferéncia ¢ seletiva, da-se pelos receptores de superficie da membrada da gema, que sdo
especificos para esta translocagao da IgY. Os demais isotipos de imunoglobulinas, como a IgM
e a IgA, ficam depositado na clara do ovo em baixas concentracdes (Figura 9) (DAVIES et al.,
1995; DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008; DIAS DA SILVA; TAMBOURG]I, 2010;
DIRAVIYAM et al., 2014; TESAR; CHEUNG; BJORKMAN, 2008).
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Figura 9 — Transferéncia de imunoglobulinas para os ovos por via transovariana.

IgY (Y)

Gema B

Ovario
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Legenda: Enquanto o ovo é formado, a IgY (azul) ¢ transferida do sangue para a gema de ovos através de receptores
especificos para translocag@o. A IgA (verde) e IgM (Roxo) sdo depositadas posteriormente para a clara, dentro do
oviduto. Adaptado de Kovacs-Nolan e Mine (2012).

De acordo com Rose (1974), poucas quantidades de IgA e IgM sdo transferidas do
plasma do oviduto para a clara do ovo. A quantidade de IgY transferida para a gema ¢
dependente da concentragdo sérica (MORRISON et al., 2002). De acordo com Mohammed e
colaboradores (1998), a transferéncia de IgY para gema de ovos leva aproximadamente 5 dias.
A meia-vida do anticorpo nas aves fica entre 36 a 65 horas (PATTERSON et al., 1962), sendo
muito mais curto que a de IgG de ovinos, com aproximadamente 15 dias (WOOLLEY;
LANDON, 1995).

A produgdo de IgY nas aves inicia-se dias ap0ds a eclosdo dos ovos, em que o anticorpo

¢ produzido pelas células B maduras e liberado direto na circulagdo do animal. Durante a vida
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produtiva, a concentracdo de IgY no soro ¢ mantida, devido ao equilibro resultante do continuo

processo de sintese e transferéncia desse anticorpo (DAVIES et al., 1995).

4.4 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E FiSICO-QUIMICAS

A IgY possui uma estrutura molecular basica das imunoglobulinas, bem similar a IgG,
com isso sua estabilidade, manutencao e absor¢ao quando administrada por via oral apresentam
também similaridades. Embora, exista diferengas em imunoreatividade e estrutural.

A IgY é uma macromolécula proteica e esta representada na figura 10. E formada por
duas cadeias polipeptidicas Heavy ou pesadas (H) e duas low ou leves (L) unidas entre si por
pontes dissulfeto, ambas possuindo uma parte constante (C) e outra variavel (v) (KOVACS-
NOLAN; MINE, 2012; WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). A cadeia L contém um regido
variavel (VL) e um Dominio Constante (CL), enquanto a cadeia H possui uma variavel (VH) e
quatro constantes (CH1, CH2, CH3, e CH4) (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995), Os
anticorpos IgG e IgY possuem duas porg¢des, a por¢ao Fc que € responsavel pela sua interagao
celular enquanto a por¢do Fab ¢ responsavel pela interacdo com os antigenos (LEE, Warren et

al., 2017). A estrutura é demonstra a figura 10 (LEE et al., 2017).

Figura 10 — Caracteristicas estruturais da IgY e IgG.

Antigen

IgG de mamiferos IgY de aves

Legenda: Por¢ao Fc que possui interagdo celular, por¢cdo Fab que possui interagdo com o antigeno, dobradica que
garante maior flexibilidade a IgG. A unido entre os dois dominios variaveis entre cadeia pesada e leve garante a
por¢do Fv que € onde ocorre a ligagdo ao antigeno. Ilustragdo adaptada deWarren Lee (2017).
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O peso molecular da IgY ¢ de 180 KDa, e possui a regido de dobradica mais curta,
justificando a menor flexibilidade da molécula ao ser comparada a IgG, que possui 160 KDa e
regido de dobradica mais longa. Na IgY existe uma caracteristica tinica na regido da dobradiga,
havendo a presenga dos aminoacidos prolina e glicina proéximo a essa regido, o que a torna
menos flexivel (KOVACS-NOLAN; MINE, 2012; WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995).

A regido N-terminal das cadeias leves e pesadas sao chamadas de por¢ao Fab, e sdo as
responsaveis pelo reconhecimento e ligagdo do antigeno. Enquanto a regido C-terminal da
cadeia pesada ¢ chamada de porcao Fc, responsavel pela atividade bioldgica funcional, como
atividade do complemento, opsonizagdo e sensibilizacdo de mastocitos para reagdes anafilaticas
(DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2010; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). Tanto na IgG,
quanto na IgY, a por¢do Fc ¢ o sitio de maior atividade bioldgica da estrutura, contendo duas
cadeias de carboidratos laterais. A IgG, por sua vez, possui somente uma cadeia (GILGUNN et

al., 2016; MULLER et al., 2015; SUDJARWO et al., 2017).

4.4.1 pH e ponto isoelétrico

A IgY é relativamente estavel entre pH 4 e pH 11, com redug¢ao na sua atividade quando
acima de pH 12 ou abaixo de pH 3,5. Em pH 3, ocorrerd mudancas em sua conformacao,
podendo diminuir completamente sua atividade (HATTA; TSUDA; AKACHI; KIM;
YAMAMOTO, 1993; LEE et al., 2002; SHIMIZU; FITZSIMMONS; NAKAI, 1988). O ponto
1soelétrico das IgY varia entre 5,7 a 7,6, e acredita-se que a IgY seja mais hidrofobica que a
IgG, devido ao ambiente extremamente lipidico onde esta inserida. Além disso, a estabilidade
da imunoglobulina de galinhas em varios processos e condigdes fisioldgicas sdo caracteristicas

importantes para justificar o seu uso em imunoterapia (KOVACS-NOLAN; MINE, 2012).

4.4.2 Temperatura de estabilidade

Em relagdo a temperatura, de acordo com Hatta e colaboradores (1993), a IgY ¢ estavel
em temperaturas entre 60 °C e 70 °C (HATTA et al., 1993; JARADAT, 2000). A estabilidade
pode ser mantida em temperaturas acima de 60 °C podendo aumenta-la para 70 °C. Outro ponto

digno de nota ¢ que a concentragdo de IgY ndo sofre declinio em ovos cozidos por até 6 min a

100 °C (LOSCH et al., 1986).
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Em relagdo ao seu armazenamento, a IgY pode permanecer por até dez anos quando
aliquotadas e estocadas em salina contendo 0,02 % de NaN3 a 4 °C sem que haja perda
significativa na titulagdo (OLOVSSON; LARSSON, 1993).

E recomentado, também, a adi¢do timerosal ou 50 pg/ml gentamicina para inibir o
crescimento bacteriano. Entre 10 % a 50 % de Glicerol (V/V) pode ser adicionado para diminuir
a deterioracdo das IgY pelo descongelamento e congelamento (SCHADE et al., 2005).

Quando Staak e colaboradores (2000) estudaram a estabilidade da IgY em diferentes
temperaturas, foi informado que o anticorpo perde 50 % da sua atividade quando armazenados
a -70 °C. Eles ainda afirmam que quando armazenada a -20 °C ocorre perda minima dessa
atividade. Goldring e Coetzer (2002) recomendam que a IgY quando isolada, ndo deva ser
congelada e que ao ser estocada a 4°C, permanece viavel por diversos anos.

No entanto, pode-se melhorar a estabilidade ao adicionar estabilizantes como
carboidratos complexos e polidis, em destaque para o sorbitol, sacarose, monitol. A adigao de
acucares pode aumentar a resisténcia da inativagdo térmica (LEE et al., 2002; SHIMIZU et al.,
1994; PAULY et al., 2011). Sabendo disto, ¢ possivel projetar formulagdes especiais de IgY,
afim de evitar a perda em virtude de alteragdes do pH (SHIMIZU et al., 1993).

4.4.3 Administracio de anticorpos oralmente em mamiferos

Como citado anteriormente, fatores como pH e a temperatura sdo causas determinante
para a estabilidade dos anticorpos. Sabendo disso, ao pensarmos na administragdo oral como
ferramenta terapé€utica, ¢ importante ressaltar que sdo esperadas modificacdes estruturais
oriundas da passagem pelo trato gastrointestinal, onde os anticorpos serdo submetidos a agao
enzimdtica e do 4cido cloridrico. Fatores como a idade e o estado de saude sdo capazes de
interferir no pH géstrico, assim como nos niveis de enzimas e o tempo da passagem pelo
estomago. Tais fatores podem entdo acarretar de forma negativa na viabilidade da IgY durante
o processo digestivo, tornando-se uma preocupacdo para a imunoterapia oral das
imunoglobulinas. Ao formular as preparagdes, faz-se necessario considerar a estabilidade do
anticorpo e a sua apresentagao final, como por exemplo, se o anticorpo devera ser administrado
purificado ou juntamente com gema de ovo inteira (COOK; TROTT, 2010; JARADAT;
MARQUARDT, 2000).
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4.4.4 Digestibilidade pelas enzimas Proteoliticas

E fisiologico que no estomago e intestino delgado ocorra degradagio de proteinas a
peptideos e aminoacidos por intermédio das proteases, para que em seguida sejam absorvidas.
As enzimas proteoliticas envolvidas na degrada¢do dos anticorpos administrados por via oral
sd0 a pepsina, tripsina, quimotripsina, carboxipeptidase e elastase (REILLY; DOMINGO;
SANDHU, 1997). Na tabela 1, apresentamos as caracteristicas fisiologicas do trato

gastrointestinal relacionado a degradagao de anticorpos e peptideos.

Tabela 1 — Caracteristicas do Trato Gastrointestinal relacionada a degradacdo de

Imunoglobulinas.
pH Atividade proteolitica Tempo de transito
gastrointestinal (h)
Estomago 1-3.5 Pepsina 0.5-45
Intestino 6.3-7.5 Enterocinase, tripsinogénio, tripsina, 1-4
Delgado quimotripsina, elastase, carboxipeptidase
A e B, Peptidases Intracelular, Hidrolases
lisossomais
Colon 7.5-8 Insulinase, Protease bacteriana 8-16

Legenda: Caracteristicas do TGI relacionada a degradagdo de anticorpos. Adaptada de Reilly, Domingo ¢ Sandhu,
(1997).

A IgY resiste a inativacdo pelas enzimas tripsina e criptosina, mas ¢ degradada por
completo pela pepsina quando em pH 4,5 (HATTA; TSUDA; AKACHI; KIM; YAMAMOTO
etal., 1993; SHIMIZU; FITZSIMMONS; NAKALI 1988). A imunoglobulinas quando digeridas
pela papaina, deixa um fragmento de Fc e dois fragmentos monovalentes de Fab. Por outro
lado, a IgG ao ser processada pela papaina forma um fragmento bivalente de Fab, quando
clivado pela pepsina (AKITA; NAKAI, 1993b).

Com métodos similares, foi descoberto que 63 % da atividade da IgY foi mantida
mesmo apds quatro horas de digestdo pela pepsina numa concentragdo de 1:200, no entanto
essa a atividade foi totalmente perdida ao usar a mesma propor¢ao em pH 2 (HATTA; TSUDA;
AKACHI; KIM; YAMAMOTO et al., 1993). Ja na digestdo com tripsina € quimotripsina, a
IgY manteve entre 39 % e 41 % da sua atividade, respectivamente, depois de oito horas de
digestdo, mesmo mediante a produgdo de peptideos (SHIMIZU; FITZSIMMONS; NAKALI,
1988).
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4.5 VANTAGENS DA IGY RELACIONADA A IGG DE MAMIFEROS

A distancia filogenética entre aves e mamiferos confere a IgY diferentes especificidades
como anticorpo, em relagdo a IgG (SCHADE et al., 2005). Sabendo disso, ¢ possivel obter IgY
contra proteinas de mamiferos altamente conservadas ou contra proteinas evadidas do sistema
imunologico de mamiferos (NILSSON; LARSSON, 2005). Segundo Schade (2005), o antigeno
quando conservado ndo ¢ capaz de gerar resposta em mamiferos pois permanecem mascarados
ou sao reconhecidos como proprios. Isso causa uma resposta imune ausente ou muito fraca. O
sistema imune das aves reconhece com mais facilidades os epitopos presentes em proteinas de
mamiferos, que além disso sdo capazes de detectar diferentes tipos de epitopos que nio sao
detectados por AC de mamiferos pois nao o reconhecem como proprios podendo o reconhecer
mais facilmente como antigeno (NARAT, M., 2003). Além disso, as IgY sdo mais efetivas nos
reconhecimentos de epitopos, podendo ndo gerar reacdo cruzadas entre antigeno-anticorpos,
como ¢ ocorre nas imunoglobulinas de mamiferos (DIAS DA SILVA; TAMBOURGTI, 2010;
KUMMER; LI-CHAN, 1998). Diferenga entre IgY e IgG estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas e diferencas entre IgY e IgG.

IgY IgG

Espécie Aves, répteis e peixes Mamiferos
pulmonados
Peso Molecular KDa 180KDa 150KDa
Numero de dominios constantes 5 (4 pesadas e 1 leve) 4 (3 pesados e 1 leve)
Concentracio 10-15 mg/mL em gema 5 mg/ml no soro
Dobradica Naéo Sim
pH de estabilidade 4—-11pH 2-11pH
Temperatura estavel Ateé 70° Até 75° - 80°
Degradacio proteolitica Pepsina e Papaina Pepsina, Papaina, Tripsina
e quimotripsina

Ligacdo a Proteina A e G Nao Sim
Ligacao em receptor FC de mamiferos/ Nao Sim
humanos
Mediacao Anafilatica Sim Nao
Ligacao de Fatores Reumatoides Nao Sim

Legenda: Diferengas estruturais, funcionais, fisico-quimicas e genéticas entre as imunoglobulinas. Adaptado de
Gilgunn e colaboradores (2016) e Pereira e colaboradores (2019).
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A IgY confere grandes vantagens em relacdo a IgG de mamiferos. Ao imunizar galinhas,

geramos uma otima alternativa para produzir anticorpos policlonais.

4.5.1 Vantagens da IgY em imunoensaios

Existem fatores reumatoides que sdo autoanticorpos € que podem interagir com a por¢ao
Fc das IgG, podendo gerar reagdes imunoldgicas responsaveis por resultados falso-positivo. A
IgY nao ¢ capaz de gerar resultados falso-positivo nessas situagdes pois em mamiferos nao
existem receptores Fc, ndo haverd interagdo levando a resultados mais fidedignos (LARSSON,
A; KARLSSON-PARRA; SJOQUIST, 1991).

A IgY ¢ capaz de ativar o complemento de aves, mas ndo de mamiferos. Resultados de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) podem ser influenciados quando a IgG se liga
ao sistema complemento. Quando a cascata esta ativada pode levar a C4 a se ligar com a por¢ao
Fab da IgG de mamiferos, e isso interfere na ligagdo ao antigeno. A IgY ¢ uma ferramenta que
ndo apresenta falsos positivos em virtude das proteinas do complemento (CARLANDER et al.,
2000; LARSSON et al., 1993).

A proteina G de estreptococos e a proteina A de estafilococos sdo capazes de se ligar na
por¢do Fc da IgG de mamiferos. Sendo assim, sdo utilizadas como imunoadsorventes em
ensaios 1munologicos, podendo ser encontradas como contaminantes em exames que
contenham amostras bacterianas, e causarem resultados falso-positivo por se ligarem a
anticorpos detectores especificos. Essa € outra vantagem da IgY, pois ela ndo se liga na proteina
A e G, portanto ndo interfere nos resultados de testes imunologicos (AKITA; NAKAI, 1993;
HANSEN et al., 1998; HOFFMAN; RUGGLES; TABARYA, 1996).

A IgG de mamiferos € capaz de interagir com receptores Fc. Essa interagdo ¢ capaz de
causar ativagdo celular e mudangas das proteinas de superficie e, caso isso aconteca, pode gerar
problemas de interpretacdo dos resultados de ensaios (CALZADO et al., 2007). Isso ocorre
quando IgG conjugados aumenta a ligagao nos receptores Fc gerando aumento na cor de fundo
destes testes (CARLANDER et al., 2000). E possivel evitar este problema através da
substituicdo da IgG pela IgY, pois a imunoglobulina de aves ndo interage com receptores Fc.

Por fim, as IgY tém obtido sucesso quando empregados em imunoensaios convencionais
como ELISA, WB (western Blot), imunoprecipitagdo, imuno-histoquimica, imunoquimica e
marcagdo de células e tecidos. Os ensaios com IgY apresentam resultados com qualidade

superior aos comparados com IgG de mamiferos (SCHADE; HLINAK, 1996).



37

4.5.2 Vantagens econdmicas

Uma das principais vantagens econdmicas da IgY esta na sua produgdo. E continua,
abundante e transferida para a gema durante todo o periodo de postura (BALLS, 2010). A
extracdo de IgY da gema rendem cerca de 70-150 mg por ovo, sendo que entre 2-10 % do seu
rendimento sdo especificos ao antigeno utilizado na imunizagdo (LEE et al., 2017,
SUDJARWO et al., 2017). Uma galinha tipica pode produzir aproximadamente 325 ovos por
ano, resultando em um rendimento potencial de cerca de 20-40 g de IgY (PAULY, D et al.,
2009).

A partir do 6° dia apos a imunizagao, ja € possivel detectar IgY especifica na gema, no
entanto, € a partir do 28° dia que a titulagdo de anticorpos estd mais elevada. Caso precise manter
as titulagdes elevadas, recomenda-se administrar doses de refor¢os a cada 3 meses (DE
ANDRADE et al., 2013; GUIMARAES, 2008; MUNHOZ et al., 2014; SUDJARWO et al.,
2017). Devido ao baixo peso corporal desses animais, € necessario baixas doses de antigeno na
imunizagdo, reduzindo ainda mais os custos de produgdo (LARSSON; CARLANDER;
WILHELMSSON, 1998).

Outros destaques na utilizagdo de galinhas ¢ a facilidade de manejo e mao de obra. Além
de manuten¢do mais barata quando comparadas a mamiferos normalmente utilizados, como os

equinos na producdo de soro antiofidicos por exemplo (SCHADE et al., 2000).

4.5.3 Vantagens ética de bem-estar animal

O uso de animais na pesquisa muitas vezes ¢ indispensavel. Entretanto ¢ de grande
importancia minimizar o uso destes animais devido ao stress, dor e eutandsia a que sdo
submetidos.

O objetivo de empregar a IgY ¢ para tentar atender ao maximo o bem-estar animal. Para
a producdo e obtengdo de imunoglobulinas de aves, ndo exige sangria € ocorre o minimo de
estresse pela manipulagdo. Em termos quantitativos, a produgdo de anticorpos em aves
corresponde o mesmo que animais maiores, como a cabra e ovelha. Isso também pode
contribuir em relagdo ao excesso de estimulos para produzir (LEIVA et al., 2020b)

Quando substituimos a producdo de anticorpos de mamiferos pela IgY de galinhas,
apresentamos vantagens ética que se enquadram nos principios dos 3Rs (RUSSELL; BURCH,
1959). A substitui¢do (replacemant), ao trocarmos mamiferos por aves. A reducdo (reduction),

pois uma unica ave pode produzir quantidades suficientes de anticorpos. O refinamento
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(refinement), quando introduzimos as gemas como fonte de anticorpos diminuindo assim a
invasdo de procedimentos normalmente aplicados. Outro fator importante, ¢ que se evita
eutanasia de mamiferos como ¢ de rotina na producao de anticorpos a partir destes animais

(SCHADE; HLINAK, 1996; SCHADE, 2000).

4.6 PRODUCAO DE IGY POLICLONAL EM GALINHAS

A produgdo da IgY em grandes quantidades e de maneira econdmica, ¢ a chave para seu
uso bem-sucedido no emprego da imunizagdo passiva. Varios aspectos da imunizagao das aves
precisam ser conhecidos afim de aprimorar a producdo de IgY e sua deposi¢do de gema
(SCHADE, Riidiger et al., 1996). Existem fatores que podem ser influenciados, como a rota de
imunizacdo, os intervalos e as quantidades de doses. A resposta produzida pelo organismo da
ave, a rentabilidade e a titulagdo dos anticorpos sdo influenciados pelas condigdes de idade,
espécie, tipo de antigeno, adjuvantes, rota de imunizacdo ¢ via de administracio (COOK;
TROTT, 2010; LEVESQUE; MARTINEZ; FAIRBROTHER, 2007; PAULY, D et al., 2009;
SCHADE; HLINAK, 1996). A criacdo destes animais, seja 0 manejo ou o ambiente, também
podem influenciarem na postura e rentabilidade de IgY, ja que isso esta indiretamente ligada a

resposta imune das aves.

4.6.1 Criacao de galinhas para producao de IgY

Existem varios métodos de criacao de galinhas (MUNHOZ et al., 2014). A escolha do
método de criacao e manejo das galinhas podem variar de acordo com o objetivo. Independente
se para fins laboratoriais ou comerciais, ¢ necessdrio respeitar o comportamento e
particularidades da espécie. Requisitos como espago e dinheiro também interferem na forma
que sera criado esses animais, sejam livres ou em gaiolas. Ambos possuem vantagens €
desvantagens, tais como a higiene, identificacdo, desordens tipicas e cuidados com as aves
(MUNHOZ et al., 2014).

Para uso laboratorial, ¢ recomendado que as gaiolas sejam desenhadas e produzidas
exclusivamente para a criacdo das galinhas. Na Europa, cada unidade deve possuir quatro
gaiolas e cada unidade deve possuir poleiro, bebedouro com agua a vontade, comedouro e
bandeja individual para postura (ERHARD et al., 2000)

Nao hé estudos que apresentem vantagens entre os métodos de criagdo. Entretanto,

Erhard e colaboradores (2000) identificaram grande quantidade de IgY em seus experimentos
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nos animais independente do modo de criagdo. Por outro lado, Hommel e Behn (2000) mediante
as vantagens e desvantagens em comparag¢ao entre o método de criagdo convencional e animais
livre de patogenos especificos (SPF), mostraram que galinhas em ambos métodos de criagao

tiveram a mesma quantidade de IgY sendo submetidas a mesma rota de imunizagao.

4.6.2 Tipos de antigeno e associacoes com adjuvantes na imunizacgio

Diferentes tipos de antigenos t€ém sido empregados para producao de IgY especifica em
aves, podendo ser antigenos complexos, como virus, bactérias ou parasitas, ¢ antigenos tinicos
como proteinas, polissacarideos, peptideos ou acidos nucléicos (CHALGHOUMI et al., 2009).

Para produzir uma melhor resposta do organismo e melhorar a sintese de anticorpos, o
antigeno inoculado ¢ associado a um adjuvante. A aplicacdo dos adjuvantes visa 0 aumento ou
direcionamento da resposta imune. Deste modo, a sintese de anticorpos ou as reagdes imunes
mediadas por células sd3o mais vigorosas do que aquelas em que o antigeno ¢ inoculado sem a
presenca dos adjuvantes (HERBERT, WILKINSON, 1977). Os adjuvantes podem possuir um
efeito de deposito levando a uma lenta liberagdo do antigeno, demandando um tempo maior
para sofrer absor¢ao e destruicdo, que resultard no aumento no tempo do estimulo imunologico.
Além disso, aprimoram a apresentacao dos antigenos pelas células apresentadoras de antigeno,
no que induz a ativacao de células T (PLOTKIN, ORENSTEIN, 2004).

O adjuvante de maior referéncia e capaz de desencadear uma resposta imune especifica
elevada ¢ o adjuvante de Freund completo (CFA), que contem micobactérias liofilizadas e
mortas pelo calor. Por outro lado, nos tltimos tempos o CFA ndo tem sido utilizado com tanta
frequéncia por ser capaz de gerar inflamagdo grave e causar necrose e ulceracdo do tecido
(WANKE et al., 1996). Até entdo o adjuvante substituto mais eficaz ¢ o adjuvante incompleto
de Freund (IFA), que no momento € o mais utilizado para produzir imunoglobulinas especificas.
No entanto, em [FA, os componentes micobacterianos foram removidos para eliminar a necrose
do tecido, resultando em uma perda concomitante do efeito imunoestimulante (LEVESQUE;

MARTINEZ; FAIRBROTHER, 2007).

4.6.3 Aplicaciio do antigeno

Embora a imunizacdo possa ser realizada via subcutanea, a via intramuscular ¢ a mais

comum (Figura 11). A inoculacao deve ocorrer no musculo peitoral (/ntraperitoniales), pois no
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musculo da perna pode causar claudicacdo (CHANG et al., 1999; MUNHOZ et al., 2014;
SCHADE et al., 1996).

Figura 11 — Aplicacdo de injetaveis em frango.

Legenda: Aplicagdo injetavel por via intramuscular em frangos no musculo intraperitoneal. Fonte: Ferreira (2021).

Segundo Chang e colaboradores (1999), a imunizacdo via intramuscular resultou em
titulagdo de IgY especifica mais elevada, ao ser comparada com a via subcutanea (CHANG et
al., 1999). Como método menos invasivo a administragdo oral também pode ser realizada

(THIBODEAU et al., 2017).

4.6.4 Rota de imunizacio e titulacio de anticorpos

Independente da via de inoculagdo, a quantidade de aplicagdes e intervalo entre a
primeira e as demais subsequentes, sao fatores importantes para o sucesso da produgado de IgY.
Existem diferentes tipos de protocolos de imunizacdes sugerindo aplicagdes nos dias 0, 14 e 28
(TINI et al., 2002), ou aplicagdo semanal durante 7 semanas consecutivas (GUTIERREZ
CALZADO et al., 2003). Também pode se esperar ao menos 4 semanas entre a primeira € a
segunda aplicacao, devido ao desenvolvimento da memoria imunologica.

Para atingir a melhor rota de imunizagao ¢ valido tracar bem o objetivo de acordo com
o desenvolvimento da pesquisa, como o manejo destes animais até o tipo de antigeno e

quantidade de IgY que se busca.
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Elevagdo no titulo de anticorpos presente na gema de ovo pode ser observado a partir
da segunda semana ou, eventualmente, a partir da quinta semana apds a inoculagdo do antigeno
(SUI; CAO; LIN, 2011; WEN et al., 2012; GRZYWA et al., 2014). Apés um aumento
constante, a titulagdo da IgY ¢ estabilizada, atingindo um platd e decaindo progressivamente
(WEN et al., 2012). Por meio de imunizagdes para reforgo, € possivel manter altos titulos de
anticorpos de gema de ovo por mais de 150 dias (MEENATCHISUNDARAM;
SHANMUGAM; ANJALLI, 2011).

Nos estudos de Sudjarwo e colaboradores (2017), a concentragao de anticorpos na gema
de ovo aumentou durante as imunizagdes até a sexta semana. A elevagao foi significativamente
aumentada na segunda semana (apds a primeira imunizagdo), atingindo um platdé na quarta
semana, ¢ diminuindo gradativamente apos a sexta semana (SUDJARWO et al., 2017). A
titulacdo deve ser avaliada 14 dias apds a ultima imunizagdo. Se a titulacdo de IgY decair,
imunizacdes adicionais devem ser feitas durante todo o periodo de postura para aumentar os

titulos de anticorpos durante todo o ano (SCHADE et al., 1996).

4.6.5 Contetdo e composicio das gemas

Os principais componentes da gema sdo a adgua, lipidios e proteinas. A quantidade de
agua ¢ em média 50 % dos constituintes da gema. O colesterol, triglicerideos e fosfolipidios
representa certa de um terco da gema, compondo a parte de lipideos. As proteinas compdem
em meédia 15 % e através da centrifugagdo podem ser dividias em duas partes. O sobrenadante
chamado de plasma e precipitado chamado de granulos (KOVACS-NOLAN; PHILLIPS;
MINE, 2005). Polson e colaborados (1980) chamou a parte granular de “s6lidos da gema” e a
plasma de “parte aquosa” (POLSON; VON WECHMAR; VAN REGENMORTEL, 1980).

A fracdo granular possui 22 % de proteinas totais da gema, e de sua composigao, 70 %
sdo lipoproteinas de alta-densidade (HDL e o- e PB- lipovitelinas), 16 % de fosfovitina
(glicofosfoproteina) e 12 % de proteinas de baixa-densidade, chamada de LDL(BURLEY;
COOK, 1961; JOLIVET et al., 2006). Ja o plasma, porcao hidrofilica da gema, possui 78 %
das proteinas totais da gema. Desta medida, 86 % sao LDL, e 14 % sdo livetinas. As livetinas
sao glicoproteinas globulares livres de lipidios e soluvel em agua. Sao elas: a-, B- e y-livetinas.
A IgY ¢ predominante da y-livetinas (BERNARDI; COOK, 1960; KOVACS-NOLAN; MINE,
2005; MCCULLY; MOK; COMMON, 1962; NILSSON; HANRIEDER; et al., 2008). A

composi¢ao da gema estd demonstrada na figura 12.
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Figura 12 — Componentes presentes na gema.
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Legenda: Pirdmide esquematica demonstrando os componentes presente na gema de ovo, divididas em granulos e
plasma. Fonte: Araujo (2007).

Nilsson e colaboradores (2008) encontraram no interior da gema algumas proteinas
plasmaticas, como o fibrinogénio, hemopexina e o fator de coagulagao IX (NILSSON;

LARSSON et al., 2008).

4.6.6 Isolamento da proteina

A extracao de imunoglobulinas consiste na remoc¢ao de lipidios para formar uma fragao
soluvel em agua (WSF), seguida pelo processo de precipitacdo dos anticorpos contidos. Sendo
este processo, um dos maiores desafios na purificagdo. Varios métodos de extracdo estdo
disponiveis para a obtencdo de IgY da gema de ovo, e a escolha do método adequado depende
da finalidade. Podem exigir diferentes graus de purificacao, bem como a escala de extragao,
custo e tecnologia disponivel (CHALGHOUMI et al., 2009).

Virios métodos foram relatados que resultam em diferentes rendimentos e purezas para
isolar e purificar a IgY presente na gema, que normalmente envolve o isolamento da fracao
soluvel em solucdes contendo o anticorpo, seguido por etapas de purificacdo adicionais

(JENSENIUS et al., 1981). Segundo Pauly e colaboradores (2011), Tong e colaboradores
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(2015), esses métodos podem ser divididos entre quatro grupos: método de precipitagdo, de
deslipidacdo, de cromatografia e de ultrafiltracdo (PAULY et al., 2011; TONG et al., 2015)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Grupos de métodos de purificagdo de IgY.

1. Métodos de precipitacdo: amonio ou sulfato de sodio, polietilenoglicol (PEG), acido
caprilico e carragenina.

2. Métodos de deslipidacio: pectina, carragenina, carboximetilcelulose, sulfato de dextrana e
metilcelulose.

3. Métodos de cromatografia: Cromatografia por afinidade, troca ibnica, interacdo
hidrofobica, interagdo tiofilica e métodos de cromatografia de filtragdo em gel.

4. Ultrafiltracado: Método que usa barreira seletiva, permitindo a passagem de certos
componentes de uma mistura permitindo a separagdo molecular.

Cada método resulta em diferentes rendimentos, pureza, estabilidade e atividade. A
escolha do método a ser adaptado depende da aplicagdo dos anticorpos IgY (THIRUMALAI et
al., 2019). A purificagdo da IgY pode ser realizada combinando métodos, como por exemplo a
jungdo da precipitagdo por PEG com Cromatografia de afinidade (SCHADE et al., 2005). Vale
ressaltar que alguns métodos de cromatografia exigem que o anticorpo se ligue a proteina A ou
G, como ocorre na purificagdo da IgG de coelhos. Porém, como mencionado anteriormente, a
IgY ndo se liga nessas proteinas em questdo, devido a sua por¢ao Fc, o que torna técnicas com

esse método invidvel para a extracdo da IgY.

4.7 APLICABILIDADES MEDICAS DA IGY

A tecnologia IgY vem sendo demonstrada como um método inovador para sintese de
anticorpos especificos, a serem utilizados em imunoterapias passivas e profilaxias
(DIRAVIYAM et al., 2014; HUOPALAHTI et al., 2007). Seu emprego como nova ferramenta
terap€utica para diversos fins na satide humana e veterinaria, como imunodiagnodstico (CAI et
al., 2012), imunoterapia (RAHMAN et al., 2013), combate a toxinas de animais venenosos
(MENDOZA et al., 2012), contra bactérias (LECLAIRE; HUNT; BAVARI, 2002) ¢ também
como alimento funcional (HORIE et al., 2004). A producdo da IgY e suas possiveis

aplicabilidades na Medicina Humana e Veterinaria estdo resumidas na figura 13.
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Figura 13 — Ilustragdo da utiliza¢ao da IgY na satide humana e veterinaria.
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Legenda: Ilustragdo da imunizagdo de galinhas até a aquisicdo de ovos e aplicabilidades possiveis da IgY.
Adaptada de Pereira e colaboradores (2019a).

4.7.1 Atividade antiviral

E possivel perceber pela amplitude de estudos, que a IgY vem se mostrando uma potente
arma contra infeccdes, entre elas as que sdo desencadeadas por virus. Por isso novos métodos
de tratamento de enfermidades virais com IgY pode ser de interesse para comunidade cientifica
que desenvolve trabalhos com terapias antivirais ou que trabalham com anticorpo de aves.

O rotavirus bovino (BRV) ¢ um importante causador de diarreia em bezerros recém-
nascidos. No década de 90 ja havia relatado que o IgY anti-BRV ao ser administrado por via
oral, poderia proteger contra a infec¢do em camundongos e bezerros (KUROKI et al., 1994;
MASAHIKO KUROKI et al., 1993). Mais recentemente, foi evidenciado que a administracao
da gema rica em IgY anti-BRV conferiu 80 % de prote¢do contra diarreia induzida pelo BRV
em bezerros neonatais, quando comparados com bezerros que receberam gema de ovos nao
imunizados (VEGA et al., 2011). Outro estudo similar realizado com Rotavirus do grupo A
(RVA), foi administrado oralmente gemas em p6 contendo IgY anti-RVA levando atenuagdo
da doenca nesses animais tratados, com redu¢@o do periodo de diarreia, hipertermia e auséncia
de outros sinais clinicos evidenciados em bezerros nao tratados, tais como: anorexia,
desidratacao e depressdao. A gema de ovo em pod enriquecida com anti-RVA IgY manteve a

atividade apos dois anos, quando mantida a 4 °C (VEGA et al., 2015). Estudos como estes
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sugerem que a suplementacdo em bezerros recém-nascidos com ovos hiperimunes podem ser
uma estratégia promissora na prevencao na mortalidade relacionada ao BRV.

A influenza, virus causador da gripe gera uma enfermidade viral respiratoria, aguda e ¢
causada por um virus de RNA de fita negativa da familia Orthomyxoviridae. Existem trés tipos
distintos de virus da gripe que infectam humanos: influenza A, B e C. Influenza A ¢ capaz de
infectar varias espécies, incluindo humanos, suinos, equinos e passaros (BARBERIS et al.,
2016; TAUBENBERGER; MORENS, 2010). As aves migratorias disseminam o virus ao redor
do mundo. Esses virus sao classificados em subtipos, a depender da combinacdo de duas
proteinas diferentes, a Hemaglutinina (HA ou H), e a neuraminidade (NA ou N). Os subtipos
da influenza A sdo o HIN1 H3N2 que infectam humanos de maneira sazonal. H4 outros
subtipos de virus causador da Influenza A de origem animal. Sdo eles: HSN1, H7N9, H10NS,
H3N2v. Estes virus podem infectar humanos e causar doenga grave (SESA; MIN. SAUDE.,
2021).

As normas sanitdrias do Vietnd exigem realizar imunizagdo em aves para prevenir
infeccdo pelo virus H5N1, causador da influenza aviaria A. Sendo assim, IgY anti-H5N1 foram
extraidos de ovos comerciais disponiveis em supermercados do Vietna e foram administrados
em camundongos via intranasal, antes e depois de serem infectados com H5N1 ¢ H5N2, do
qual pode prevenir completamente o inicio da doenga (WALLACH et al.,, 2011). Esses
resultados revelam que ovos vendidos em paises onde a vacinacao anti-H5SN1 ¢ obrigatoéria,
apresentam uma fonte de IgY consideravel, e que poderia ser aplicada para prevenir uma
possivel pandemia do virus HSN1. IgY anti-HIN1 também foi aplicada por via intranasal em
camundongos, uma hora antes da infec¢do pelo virus influenza, e apresentaram atividade
profilatica. Assim, IgY contra cepas de virus influenza pode ser usado em aplicacdes nasais,
orais ou spray para proteger individuos e ambientes (WALLACH et al., 2011).

Em outro estudo, Tsukamoto e colaboradores (2011) produziram IgY anti-H1N1 a partir
de uma cepa vacinal do virus da influenza suina, virus responsavel pela pandemia de influenza
em 2009. Os anticorpos resultaram em uma forte reatividade cruzada com as cepas virais suinas
e humanas, sendo capazes de neutralizar o HIN1 in vitro (TSUKAMOTO., 2011).

Parvovirose canina ¢ uma doenca extremamente letal e altamente infectocontagiosa,
nao zoonodtica, que acomete canideos em todo o mundo, principalmente pela alta capacidade do
parvovirus canino (CPV-2) resistir em diferentes temperaturas e condicdes ambientais. Os
sinais mais comuns sdo a diarreia com hematoquezia intensa, émese, anorexia, febre,
desidratagdo intensa, depressdo e morte. A Parvovirose ¢ mais comum em filhotes e caes

errantes que vivem na rua ou que nao sao imunizados adequadamente (MYLONAKIS; KALLI;
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RALLIS, 2016).

O efeito da IgY contra a parvovirose foi avaliada em dez cdes da raca beagle de dois
meses. Os caes foram divididos em trés grupos, e todos foram infectados com a cepa do virus
por via oral e tratados com IgY Anti-CPV2. Os quatro caes do grupo controle receberam gema
de ovo normal e demonstraram sinais clinicos tipicos da parvovirose. Nenhum sinal clinico da
doenca foi observado por 16 dias apds o experimento nos trés caes que receberam 2 g de IgY
de ovos imunizados. Dos trés cdes que receberam 0,5 g de IgY, dois manifestaram doenga
clinica, mas com sinais com menor gravidade ao comparado com o grupo controle. Os grupos
tratados tiveram ganho de massa corporea significativamente maior ¢ menor duragdo da
eliminagdo do virus em relagdo ao grupo controle. Os resultados deste estudo indicam que a
IgY ¢ util para preveng¢do da doenga clinica induzida por CPV-2 (NGUYEN et al., 2006).

A raiva € uma zoonose viral aguda, que acomete mamiferos, caracterizada como uma
encefalite progressiva e aguda. E causada pelo virus do género Lyssavirus, da familia
Rabhdoviridae e transmitida, em sua maioria das vezes, através de mordidas de caes, gatos ou
morcegos. Os sintomas vao desde dores e nduseas a convulsdes, espasmos generalizados,
delirio e at¢ mesmo hidrofobia. Sendo que, o infectado, embora receba tratamento, nem sempre
sobrevive, pois, a raiva ¢ letal em quase 100% dos casos. Entretanto, a doenga possui vacina
que ¢ aplicada em animais de companhia e em apenas candidatos com pré-exposi¢do. Pessoas
que sofreram ataques de animais podem receber a imunizagdo seguindo os devidos protocolos
médicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Motoi e colaboradores (2005), descreveram a producao de IgY antirrdbicos contra uma
porcao da proteina G do virus da Raiva. In vitro as IgY especificas ligam-se a c€lulas infectadas
com o virus e tem infec¢ao neutralizada (MOTOI; INOUE; et al., 2005; MOTOI; SATO; et al.,
2005). Em camundongos infectados, a IgY especifica administrada pode reduzir a mortalidade
causada pelo virus sugerindo que a IgY direcionada contra a Proteina G do virus da raiva ¢ uma
alternativa possivel para preparagdes de anticorpos antirrabicos. atualmente disponiveis feitas
em humanos ou equinos (MOTOI; SATO; et al., 2005).

A atividade antiviral da IgY também foi estudada com flavivirus. Tais como, o virus da
dengue, virus do Nilo ocidental e virus Zika. Em experimentos com IgY de gansos, os
anticorpos policlonal especificos puderam prevenir a infeccdo dos respectivos virus em
experimentos in vitro (FINK et al., 2017; O’ DONNELL et al., 2019; O’ DONNELL et al.,
2017).

O virus da Ebola ¢ um patégeno muito virulento, causador da febre hemorragica, e com

alta taxa de mortalidade em humanos. A transmissdo se da através do contato direto com
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sangue, fluidos corporais e tecidos de infectados (BASELER et al., 2017). Ensaios
experimentais demonstram que a IgY foi capaz de bloquear a atividade do virus, enquanto
camundongos recém nascidos obtiveram protecdo completa com os anticorpos, mesmo

recebendo doses letais do virus (ZHANG et al., 2021).

4.7.1.1 - SARS-CoV-2

Em dezembro de 2019, um novo agente infeccioso foi identificado na cidade de Wuhan,
na China. O virus (SARS-CoV-2) recebeu o nome de novo coronavirus, causador da doenca
COVID-19. Tal infecgao viral ¢ altamente transmissivel e patogénica, sendo essas uma das suas
principais preocupacdes e, na auséncia de tratamento aprovado clinicamente, a COVID-19 se
tornou um dos maiores problemas de saude publica em todo o mundo, ceifando a vida de
milhdes de pessoas (LI et al., 2020; SHEREEN et al., 2020).

As principais manifestagdes clinicas da COVID-19 sdo a fadiga, febre, tosse seca, dores
musculares e dispneia. Outros sintomas em menor recorréncia sao a cefaleia, coriza, congestao
nasal, dores na garganta, vomito e diarreia. Os pacientes que desenvolvem a forma mais grave
da doenca, frequentemente apresentam dispneia com ou sem hipoxemia, podendo ocorrer
choque séptico, SARA (Sindrome da angustia respiratoria aguda), acidose metabdlica de dificil
correcao e coagulopatias (HUANG et al., 2020; WANG et al., 2020). Sua transmissdo ocorre
pela inalagdo do virus, quando entramos em contato com pessoas infectadas e fomites.

Tratando-se de uma preocupacao global, a busca por novas ferramentas terap€uticas que
possam tratar a COVID-19 tornou-se uma preocupacdo em todo o mundo. Além disso,
pesquisas para producdo de vacinas também ¢ uma preocupagao ja que € através da imunizagao
que se impede a propagac¢do do virus. Entretanto, ainda em momentos de pandemia, a
imunoterapia passiva desempenha um papel vital como possivel alternativa para tratar pessoas
infectadas (SOMASUNDARAM; CHORARIA; ANTONYSAMY, 2020). Para formular
medicagdes e vacinas contra o coronavirus, ¢ necessario conhecer a fisiopatogenia da doenga e
compreender quais sdo 0s meios que o patogeno utiliza para infectar as células do hospedeiro.

Durante o percurso da doenga, o virus precisa entrar na célula do hospedeiro. A fusdo
do virus na membrana celular ¢ mediada pela proteina Spike, considerada o principal dominio
do SARS-CoV-2, e esta exposta na superficie do virus. A Spike interage com o receptor da
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e permite a entrada do virus na célula do
hospedeiro que causard a infeccao (REN et al., 2020; TORTORICI; VEESLER, 2019; TRIPET
et al., 2004; WANG et al., 2004; YANG et al., 2020).
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Figura 14— Ilustragdo do SARS-CoV-2.
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Legenda: Ilustracdo da proteina Spike e o seu dominio de ligagdo ao receptor. Ilustracdo de outras estruturas,
hemaglutinina esterase, envelope, N-glicoproteina e RNA. Adaptada de somasundaram; Choraria e Antonysamy
(2020).

Devido as proteinas Spikes estarem exteriorizadas na superficie do virus, o acesso dos
anticorpos neutralizantes ¢ facilitado. A partir disso, conhecendo as regides de contato entre a
proteina Spike e ACE2, € possivel que anticorpos especificos que tenham como alvo esses
epitopos, possam prevenir o desenvolvimento da doenga ao bloquear a entrada do virus, como
é apresentado na figura 15 (PEREZ DE LA LASTRA et al., 2020).

No que diz respeito a IgY, a producdo de anticorpos monoclonais de frango contra a
proteina Spike do SARS CoV-2 seria mais reproduzivel e adequado para a producgdo em larga
escala para tratar COVID comparada a producao de IgG em mamiferos, ja que a produgdo ¢
maior e mais facil podendo atender a alta demanda de pacientes que até entdo, sdo vitimas da

doenca (SOMASUNDARAM; CHORARIA; ANTONYSAMY, 2020).
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Figura 15 — Bloqueio da ligagdo entre SARS CoV-2 e ACE2.
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Legenda: Ilustragdo do intermédio da IgY no bloqueio da proteina Spike, impedindo-a de infectar a célula.
Adaptada de somasundaram; Choraria e Antonysamy (2020).

Sugere-se que o tratamento da COVID-19 com anticorpos anti-spike iria impedir o
antigeno SARS-CoV-2 de se ligar ao ACE2, ja bloquearia a estrutura viral utilizada para
infectar. Na figura 15 € ilustrado o bloqueio do epitopo do SARS CoV-2 pela utilizacdo de IgY
anti-Spike SARS CoC-2 (SOMASUNDARAM; CHORARIA; ANTONYSAMY, 2020).

4.7.2 Atividade antibacteriana

O uso irracional de antibidticos vem favorecendo a resisténcia bacteriana contra os
antimicrobianos. A resisténcia das bactérias ¢ um grande problema para sociedade, ja que isso
pode contribuir para diminui¢do da efetividade de antimicrobianos e aumentar capacidade de
combater infecgdes (ALOS, 2015). Baseando-se nisso, ¢ necessario a criagio de novas
ferramentas eficazes no controle de infec¢cdes bem como também a necessidade do uso racional
de substancias antimicrobianas ja existentes.

A IgY, em muitos estudos experimentais in vitro e in vivo, vem demonstrando
potencialidades no combate de infec¢des bacterianas. Diferentes estudos aplicados ao uso da

IgY em atividades bacterianas estdo listados na tabela 4.
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Tabela 4 — Experimentos com atividade antibacteriana da IgY.

Bactéria Espécie Efeito da IgY Referéncia
Clostridium Humanos Bloqueio das Atividades da (PAULY, D et al.,
botulinum Neurotoxina A e B em camundongos  2009; TROTT et al.,
2009)
Pseudomonas  Humanos  Coloniza¢do reduzida ou evitadaem (CARLANDER etal.,
aeruginosa pacientes com fibrose cistica 2000; KOLLBERG et
pulmonar em estudo clinicos (Mais  al., 2003; NILSSON;
de 14 anos). LARSSON; et al.,
2008)
Staphylococcus  Humanos Protecdo de macacos contra a dose ~ (LECLAIRE; HUNT;
aureus letal da Enterotoxina B da S. aureus. BAVARI, 2002)
Gado Redugao dos sinais clinicos da (ZHEN et al., 2009)
Bovino mastite em experimentos clinicos.
Salmonella spp.  Frangos Redugdo de ovos infectados por (GURTLER et al.,
Salmonella em galinhas infectadas 2004)
por Salmonella Enteritidis
Frangos Redugdo da eliminagao fecal e (RAHIMI et al.,
colonizagdo fecal em frangos 2007)
Infectados.
Escherichia coli Humanos Liga¢ao reduzida da O157:H7 in (WANG, Qin et al.,
vitro e protecdo de ratos contra a 2010)
toxina
Gado Inibi¢ao do crescimento ¢ cuidados (ZHEN et al., 2008)
bovino médicos e aumento da captagdo por
macrofagos
Protecdo contra infec¢do de K99+ E. (IKEMORI et al.,
coli em bezerras 1992)
Frangos Melhoria na saude intestinal e (MAHDAVI et al.,
resposta imunoldgica de frangos 2010)
desafiados com O78:K80
Suinos Protegdo contra infec¢des por E. coli  Yokoyama et al. 1992
(K88+, K99+, and 987P+)
Aumento de peso e prote¢do no uso Lietal. 2009a
da IgY anti-E. coli k88+
encapsulada.
Porphyromonas Humanos Niveis reduzidos de P. gingivalis (YOKOYAMA etal.,
gingivalis quando aplicados nos dentes de 2007)
and pacientes com periodontite.
Streptococcus Redugdo dos niveis de S. mutans (HATTA, Hetal.,
mutans quando usado como enxaguante 1997)
bucal.
IgY anti-Glucosiltransferase de S. (KRUGER et al.,
Mutans na redugdo da incidéncia e 2004)
gravidade de carie dentéria em ratos.
Helicobacter Humanos  Redugdo do crescimento bacteriano, (SHIN et al., 2002)
pylori atividade da Urease e lesdo de

mucosa gastrica em modelo animal.
Supressdo da infecgdo por H. pylori
em humanos quando inseridas no
logurte.

(HORIE et al., 2004)
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A periodontite ¢ uma infec¢do bacteriana que cria um biofilme nos dentes. Dentre os
casos, a maior parte sdo causadas pelas bactérias Aggregatibacter actinomycetemcomitans €
Porphyromonas gingivalis. Alguns estudos demonstram que a IgY pode inibir o crescimento
de patogenos que causam periodontite, e que sua aplicacdo pode substituir a antibioticoterapia
(HOU et al., 2014). Li e colaboradores (2020), avaliaram a os efeitos da IgY especifica na
formagao de biofilme e aglutinagdo através dos anticorpos especificos para Aggregatibacter
actinomycetemcomitans € Porphyromonas gingivalis. Através da microscopia eletronica de
transmissdo, visualizando que a IgY pode se ligar a parede celular do patégeno acelerar a

aglutinacdo e impedir a formagao do biofilme (Figura 16) (LI et al., 2020).

Figura 16 — Visualizagdo de IgY agindo sobre bactérias que causam periodontites em
microscopia eletronica de transmissao.

IgY especifico IgY ndo especifica PBS

A. actinomyvecetemcomirans

P. gingivalis

Legenda: Parte A - Aggregatibacter actinomycetemcomitans incubaba com IgY especifica; Parte B
Aggregatibacter actinomycetemcomitans incubada com IgY ndo especifica; Parte C - Aggregatibacter
actinomycetemcomitans incubado com PBS; Parte D - Porphyromonas gingivalis incubadas com IgY especifica;
Parte E - Porphyromonas gingivalis incubada com IgY ndo especifico; Parte F - Porphyromonas gingivalis
incubada com PBS; As setas brancas indicam a ligacdo das IgY nas bactérias; (ampliagdo 15000 x; a barra de
escala é 200 um). Adaptada de Li et al., (2020).

Neste estudo, foi concluido que a atividade do IgY permaneceu estavel em diferentes
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temperaturas, pH e periodo de armazenamento. Também foi sugerindo o potencial de IgY para
controlar a periodontite causada por patogenos orais (LI et al., 2020).

Quando especifica, a IgY se torna uma importante alternativa para ser usada como
antimicrobiano na medicina humana e veterinaria. /n vitro, a sua atividade antibacteriana pode
ser observada pela inibi¢dao do crescimento das bactérias e a formagao de biofilme, bem como
capacidade de adesdo, uma vez que sao condig¢des prévias para colonizagao bem sucedida destes

microrganismos (RAHMAN et al., 2013; SCHADE; TERZOLO, 2006).

4.7.3 Atividade antifiingica

Os antifungicos, também conhecido como antimicéticos, sdo farmacos que visam tratar
infecgdes causadas por fungos. Cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol e clotrimazol
sdo alguns exemplos de farmacos antifingicos. Infelizmente o uso desses farmacos sao capazes
de desencadear efeitos colaterais importantes, como insuficiéncia renal, desordem eletrolitica e
também hepatotoxicidade (BATES et al., 2001; NETT; ANDES, 2016). Alguns estudos com
a IgY vém surgindo nos ultimos anos afins de introduzi-la como terapia antifungica afim de
substituir ou somar as terapias convencionais. Tal conquista poderia resultar na diminui¢do do
uso de drogas convencionais culminando na diminui¢do dos colaterais previsto nessas drogas.
A Candida albicans ¢ um patdgeno fingico mais encontrado em humanos, onde em situagdes
normais ndo desencadeia doenga. Em situagdes como stress, imunossupressao o fungo ¢ capaz
de gerar dermatites fingicas superficiais na mucosa de forma oportuna. Em casos sistémicos
pode comprometer a vida (WANG, 2015). A defesa do hospedeiro contra Candida albicans
depende de respostas imunes inatas e adaptativas, para permitir que o hospedeiro neutralize o
fungo invasor (RICHARDSON; MOYES, 2015).

Em 2016, Takeuchi e colaboradores testaram uma preparagao em gel, para uso oral,
onde continha IgY anti-Candida albicans da qual causou um reducdo no nimero de UFC
(Unidades formadoras de Colonia) em pacientes idosos, mostrando assim ser uma promessa
para o uso profilatico no combate a infec¢des por Candida albicans. Em outros experimentos,
a IgY pode inibir a adesdo da Candida albicans e Candida glabrata ao material da base de
protese dentaria (Figura 17). Segundo estes experimentos, o IgY anti-C. albicans foi mais eficaz
contra C. abicans do que o IgY anti-C. glabrata, enquanto ambos os anticorpos foram

igualmente eficazes na prevenc¢ao de adesdo da C. Glabrata (KAMIKAWA et al., 2016).
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Figura 17 — Inibi¢do do crescimento fungico na presenca da IgY anti-Candida albicans e 1gY

anti-Candida glabrata em material de protese dentéria.

2.5 mg/mi 5.0 mg/mi 10.0 mg/mi

Control IgY

Anti-C.a.lgY

IgY 0.0 mg/ml

Anti-C.g.lgY

Legenda: Capacidade da IgY em inibir o crescimento dos respectivos fungos em placas durante ensaios in vitro.
Fonte: Kamikawa (2016).

4.7.4 Acidentes com cobras e escorpioes

Acidentes ofidico ¢ uma grande preocupacdo nas emergéncias hospitalares. O
tratamento basico depende da administragdo de soro antiofidico a base de imunoglobulinas de
origem animal. As terapias antiofidicas apresentam limita¢des significativas, sendo um desafio
no tratamento do envenenamento (ALANGODE; RAJAN; NAIR, 2020), e explorar novas
abordagens terapéuticas ¢ um fator importante para superar limitacdes que ainda podemos
evidenciar nos casos de ocidente ofidicos.

As IgY tem sido uma opcao eficiente para acidentes ofidicos e escorpionicos. Em 2010,
Aragjo e colaboradores realizaram experimentos demonstrando a capacidade da IgY em
neutralizar a dose letal de um pol/ de cinco serpentes do género Bothrops, conhecidas como

jararacas (ARAUJO, A.S. et al., 2010). Outro estudo realizado, foi observado que os anticorpos
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produzidos contra veneno de serpentes Crotalus e Bothrops produziram alto efeito neutralizante
in vitro contra maioria dos antigenos presentes nos venenos (DE ANDRADE et al., 2013).

Verificou-se na IgY wuma atividade neutralizante superior aos antiofidicos
convencionais, proveniente de mamiferos. Sugerindo aprofundar os estudos para confirmar
seguranga, eficacia para ser utilizado como método alternativo aos antiofidicos convencionais
para serem utilizados em humanos e animais (DUAN et al., 2016).

Em relagdo aos escorpides, em 2013 foi produzido por Alvarez e colaboradores, os
anticorpos IgY que apresentaram capacidade de neutralizar o veneno das espécies Tityus
caraptensis e Tityus por método in vivo. Dessa maneira, sugeriram que a tecnologia IgY pode

ser aplicada em alternativa ao antiescorpionico equino (ALVAREZ et al., 2013).

4.7.5 Utilizacao para controle de obesidade

A obesidade ¢ uma grande preocupagdo das organizagdes de saude em todo o mundo. A
obesidade pode desencadear ou estar associada a outros problemas como diabetes,
aterosclerose, sedentarismo, artrite, hipertensdo, problemas cardiacos, apneia do sono,
esteatose hepatica, e depressio (CABRERA-FUENTES et al., 2016; PURNAMASARI et al.,
2011; SHUKLA; KUMAR; SINGH, 2014).

Em 2013, Hirose e colaboradores desenvolveram IgY anti-lipase pancreatica suina para
realizacdo de experimentos in vitro e in vivo. Neste estudo, os ratos receberam alimentagdo
hipercalorica e quando obesos, receberam anticorpo via oral concomitante a alimentagdo. Foi
observado diminuicao do tecido adiposo, diminui¢do no nivel de gordura no figado e aumento
da excregao fecal de triglicerideos. O anticorpo IgY anti-lipase foi capaz de inibir a hidrolise
da gordura da dieta resultando na diminuicdo da absorcao intestinal. Tal experimento sugere a

capacidade do anticorpo no controle da obesidade (HIROSE et al., 2013).

4.7.6 Atividade antitumoral

Ja é possivel encontrar estudos que investigam a capacidade da IgY em atingir antigenos
tumorais. E uma alternativa atraente para pesquisas como alvo a producio de substincias
antitumorais, visando atuar de forma coadjuvante e contribuir na minimizacdo dos efeitos
colaterais que ocorrem em quimioterapias tradicionais (AMIRIJAVID et al., 2016; CHAVEZ-
CORTEZ et al., 2019).
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Em um estudo conduzido por Amirijavid e colaboradores (2016), foi produzido IgY
altamente especifico contra pequeno epitopo de vinte € um aminoécidos do receptor TRAIL-2
de humanos com o objetivo de mimetizar um indutor de apoptose. Nesta investigagdo, foi
verificado por citometria de fluxo que a IgY induziu apoptose em células cancerosas mamarias
demonstrando um direcionamento especifico e potencial para aplicacdo terapéutica, com efeitos
colaterais reduzidos por via apoptotica (AMIRIJAVID et al., 2016).

O glioblastoma ¢ a neoplasia maligna mais comum que acomete sistema nervoso, € que
embora exista pesquisas para tratamento, o prognostico ¢ desanimador. Neste estudo foi
desenvolvido IgY anti-proeminina-1 ja que em geral as células-tronco malignas possuem esta
glicoproteina. A proeminina-1 é um importante alvo para o surgimento de drogas capazes de
tratar o gliobastoma (CHAVEZ-CORTEZ et al., 2019).

Chavez e colaboradores (2019), estimularam galinhas a sintetizarem IgY especifica
contra proeminina-1 e apds sua extracao avaliaram seu potencial em experimentacao in vitro e
in vivo. Foi evidenciado a diminui¢do em 55% da viabilidade celular nos estudos in vitro. A
doenca foi implantada a partir da administracdo de células-tronco de glioma maligna, via SC, e
depois receberam a IgY especifica via IP. Os animais desafiados tiveram mais de 50% de
reducdo da massa neoplasica. Chaves e colaboradores (2019), puderam concluir que o IgY anti-
proeminina-1 fornece uma nova abordagem terapéutica para glioblastoma (CHAVEZ-

CORTEZ et al., 2019)

4.7.7 Rinite alérgica

A rinite alérgica ¢ uma doencga nasal sintomatica, caracterizada por uma inflamacao
mediado por IgE apods a exposicdo a alérgenos(BOUSQUET et al., 2008).Alérgenos mais
comuns sdo pelos de animais, particulas fecais de acaros, bolores e polens(SMALL; KIM,
2011). Congestao, coceira, obstru¢do nasal, espirros e rinorreia ndo sintomas nasais comuns
que estdo presentes em quadros de rinite alérgicas (SMALL; KIM, 2011). Em casos de
obstrucdo nasal, alguns individuos podem apresentar apneia do sono (GEORGALAS, 2011;
KOINIS-MITCHELL et al., 2012). Sinais oftdlmicos podem surgir, como conjuntivite,
lacrimejamento e prurido (GEORGALAS, 2011). A terapia convencional se da pela
administracdo de corticoides como prednisolona, prednisona ou dexametasona. Outros
farmacos sdo os anti-histaminicos, tais como loratadina, prometazina, cetirizina e hidroxizina

(RANG, 2007; SMALL; KIM, 2011; SPINOSA, 2017).
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Foi avaliada a atividade antialérgica da IgY através do bloqueio da IL-1f ¢ TNF-a em
quadros de rinite alérgica, reacdo inflamatoria na mucosa nasal e tecidos pulmonares em
porquinhos da India. Os animais foram divididos em diferentes grupos e receberam as
formulacdes de IgY por via intranasal. Enquanto o grupo controle recebeu solucao fisioldgica.
Na histopatologia dos animais que receberam tratamento de IgY, foi evidenciado que o nimero
de eosinoéfilos diminuiu significativamente no sangue periférico, na lavagem nasal e lavado
bronco alveolar. Além da diminuicdo importante ou auséncia de edema e de leucocitos
infiltrados nas cobaias que receberam as Imunoglobulinas. Tais dados sugerem que a IgY pode
reduzir inflamagao alérgica e patoldgica em utilizagdes topicas (WEI-XU et al., 2016).

A saliva de gatos possui uma proteina chamada Fel d1 (Figura 18) que pode causar
sintomas alérgicos nasais e oculares em seres-humanos por intermédio da imunoglobulina IgE.
Esta saliva pode estar presente no pelo do felino devido o conhecido banho-de-gato com a
lingua e também est4 liberado no ambiente com a queda de pelos do animal. Tal antigeno pode
ativar reagdo alérgica em pessoas que ndo possuem o felino por fomites. Dos individuos que
possuem alergia a gatos, 83,7 % das criangas ¢ 88-95 % dos adultos sdo sensiveis ao antigeno
Fel D1, e 90 % destes individuos tem a imunoglobulina IgE dirigida contra o antigeno ¢ 60-80
% de todos os IgY sintetizados em resposta a pelos de gato sdo especificos para a Fel DI
(BJERG et al., 2015; BONNET et al., 2018; ICHIKAWA et al., 1999; MORGENSTERN et al.,
1991; UKLEJA-SOKOLOWSKA et al., 2016).

Figura 18 — Configuragdo tridimensional da proteina de Fel d 1.

Legenda: Tlustracdo tridimensional da proteina Fel d1 presente na saliva dos gatos e ¢ capaz de processo alérgicos
em humanos. Adaptada de Wandalsen e Sano (2020).
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Satyaraj e colaboradores (2019) administraram IgY anti-Fel d1 inseridos na alimentago
de gatos visando a diminui¢do do patéogeno durante o processo digestivo desses animais. O
estudo concluiu que administrar IgY anti-Fel d1 na alimentag¢dao de gatos tem a capacidade de
reduzir consideravelmente a quantidade de Fel d1 a partir de trés semanas. Em outro estudo
houve uma redugao significativa na média do antigeno Fel d1 com uma diminui¢do média geral
de 47 %, variando entre 33-71 % em relagdo ao valor basal na decima semana, e os gatos com
o a Fel d1 de linha de base mais alto mostrou a maior diminui¢do em a Fel d1 (SATYARAI;
GARDNER; et al., 2019). Tais resultados indicam que IgY anti-fel d1 inseridas na alimentagdo
dos gatos podem reduzir consideravelmente a quantidade de antigeno o que resultaria na
diminui¢do das manifestacdes alérgicas em seres humanos (SATYARAJ; GARDNER; et al.,
2019).

Figura 19 — Configuragdo tridimensional da proteina de Fel d 1 neutralizada por duas IgY.

Legenda: Anticorpos IgY especificos neutralizando a proteina Fel d 1 encontrada na saliva de gatos. Adaptada de
Wandalsen e Sano (2020).

A alergia a gatos ¢ um fator importante na decisdo de doacdo e abandono destes e
animais, e a partir dessa ideia foi desenvolvido uma alimentacdo para gatos visando o bem-estar
das pessoas. A racdo € revestida de IgY anti-Fel d1 e diminui cerca de 47 % da quantidade da
Fel d1 presente na saliva. A IgY presente na alimentacdo entra em contato com o antigeno

podendo inativa-la ainda na boca do felino (SATYARAJ; GARDNER; et al., 2019).
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4.7.8 Aplicabilidade da IgY para diagnéstico

Uma das grandes vantagens da IgY ¢ a ndo ocorréncia de reagdes cruzadas, por nao
haver reconhecimento da por¢ao FC. A IgY se torna uma grande alternativa no surgimento de
testes imunoldgicos para diagnostico de doencas causadas por diferentes antigenos (MINE;
KOVACS-NOLAN, 2002; SCHADE; ZHANG; TERZOLO, 2007), como por exemplo as

apresentadas na tabela 5.

Tabela 5 — IgY para diagnostico.

Diagnostico Achados em experimentos Fonte de pesquisa
Parvovirose Sensibilidade e especificidade em cromatografia e He e colaboradores
canina ELISA em amostras fecais. (2015)

BVDV (Virus da IgY especifica contra a proteina E2 do BVDV em Zhang e colaboradores
diarreia viral testes de ELISA para detectar patdogenos. (2016)
bovina)

HAV (Virus da Sensibilidade e especificidade satisfatoria em ensaio  Silva e colaboradores

hepatite A) imunoenzimatico para deteccdo de IgG anti-HAV (2012)
Infecgdo por Alta titulagdo em teste de ELISA e avides em (Walczak e
Staphylococcus Western Blot utilizando IgY anti-EFB (proteina de colaboradores (2015)
Aureus ligacdo de fibrinogénio) e contra epitopo peptidico da
proteina EFB.

IgY anti-a-hemolisina apresentou alta especificidade  Reddy e colaboradores
contra toxina sem reagir com a proteina A que esta (2013)
presente em todas as cepas de S. Aureus

Toxoplasma Utilizacdo de IgY anti-SAG 1 (proteina de superficie) Cakir-Koc e
Gondii para detecgdo de toxoplasma Gondii em teste de colaboradores (2016)
ELISA e Western Blot.

Gentamicina Identificag@o de gentamicina residual em alimentos He e colaboradores
residual de origem animal pela utilizagdo de IgY anti- (2016),
gentamicina Li e colaboradores
(2017)

Em estudo para diagnostico da parvovirose canina, He e colaboradores (2015) puderam
evidenciar a alta sensibilidade e especificidade com amostras fecais. Os anticorpos obtidos ndo
demonstraram qualquer reatividade cruzada com os outros patdégenos que também causam
diarreia. Sdo eles, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus, Clostridium
difficile, CDV (virus da cinomose canina) e CCV (coronavirus canino). Estas observacdes

sugerem que o método desenvolvido com base na IgY anti-CPV, exibindo especificidade
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requintada. As 34 amostras de animais suspeitos foram testadas em paralelo por trés métodos
diferentes. A coincidéncia de ELISA e ICA (Independent components analysis) com PCR
(proteina C-reativa) foi de 97,06 % e 94,12 %, respectivamente (HE et al., 2015).

Muitos estudos, como os listados na tabela 5, demonstram o grande potencial e precisao
da IgY como anticorpos especificos para imunodiagndstico onde ensaio como ELISA sdo

realizados.

4.7.9 IgY em doengas celiacas

O gluten ¢ um derivado do trigo, cevado, centeio e possivelmente aveia. Algumas
pessoas podem possuir doenga Celiaca (DC) que é uma doenga autoimune desencadeada pela
intolerancia ao gluten. O gluten refere-se a todo componente de proteina enriquecido com
prolina e glutamina que usualmente sdo chamadas de prolaminas. Entre elas a gliadina ¢
conhecida por estar envolvida na patogénese da DC. A gliadina ¢ resistente a digestdo das
proteases do qual aumenta sua sobrevida no Limen intestinal humano. Com isso ¢ capaz de
desencadear ma absor¢do e respectivos sintomas clinicos de ataque autoimune e reagdes
inflamatorias na pele (BARKER; LIU, 2008; SHAN, 2002; SOLLID; THORSBY, 1993).

Gujral e colaboradores produziram pds contendo IgY anti-gliadina que apresentou
atividade eficaz ao ser submetida a condi¢des quimicas analogas as do estbmago e do intestino
delgado em testes in vitro. Foi demonstrado a capacidade de neutralizar a gliadina, tanto a
isolada quanto presente nos alimentos. Foi evidenciado em experimentos com camundongos
Balb/c que a IgY pode diminuir em menos de 1 % a absor¢do da gliadina, sugerindo que a a
IgY anti-gliadina pode minimizar os efeitos causados em pacientes que sofrem de DC

(GUJRAL et al., 2012).
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5 RESULTADO EXPERIMENTAL

Com objetivo de validar o protocolo de isolamento de IgY de gema de ovos de galinhas,
reproduzimos o protocolo proposto por Polson com algumas adaptacdes (POLSON; VON
WECHMAR; VAN REGENMORTEL, 1980). A partir de ovos comuns comerciais, foi
extraido proteinas da gema, como descrito na metodologia e o produto final foi resolvido em
gel SDS-PAGE 10 %. Na Figura 20 ¢ possivel visualizar na primeira coluna o marcador de peso
molecular Bio-Rad. Nas colunas 2, 3 e 4 as proteinas resolvidas no decorrer do gel nas dilui¢des
1:5, 1:10 e pura.

ApOs a etapa de lise da gema, as proteinas foram separadas por colunas de peso
molecular 100 kDa. Desta forma, foram excluidas proteinas com peso inferior a 100 kDa,
reduzindo contaminagdes visiveis no gel. Em seguida, a separagao das cadeias ocorre mediante
a desnaturacdo pela quebra das pontes de sulfetos onde ocorre a unido das cadeias leves e
pesadas. A separagdo ocorreu por calor e quebra quimica. Na figura 20, € possivel visualizar as
subunidades da IgY sendo elas a cadeia e pesada entre 50 — 75 kDa e cadeia leve pesando entre
20 e 25 kDa.

Figura 20 — Gel de eletroforese para deteccao da imunoglobulina por peso molecular.

1 2 3 4

Legenda: Eletroforese. Coluna 1: Slader; coluna 2: 1:5; colula 3: concentragdo 1:10; coluna 4: pura.

O resultado de isolamento de IgY se mostrou eficaz, pois foi possivel visualizar as
cadeias que compdem a IgY, e inferimos que sua purificagdo ocorreu de forma satisfatoria a

partir das bandas visualizadas no gel.
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6 DISCUSSAO

A imunoglobulina Y tem sido bastante explorada nos ultimos tempos, ¢ isto se da pelas
propriedades bioquimicas distintas comparada a IgG dos mamiferos. Tais caracteristicas a
tornam mais vantajosa em varios aspectos possibilitando a exploragdo e introdu¢do nao sé na
pesquisa basica como também na industria farmacéutica (XU et al., 2019). Podendo ser
aplicada em varios tipos de terapias, na prevencao de uma gama de enfermidades. A IgY ¢
capaz de detectar antigenos, microrganismos, marcadores tumorais e substancias, favorecendo
ao diagnostico e ensaios imunologicos. Outro fator, ¢ que como advém de um alimento,
facilitaria sua administracdo, seja como alimento funcional ou em formulagdes farmacéuticas
mais elaboradas para ser introduzida para devidos fins (PEREIRA et al., 2019; SCHADE et al.,
2005; THIRUMALAI et al., 2019)

As descobertas usando IgY mostram com clareza, a versatilidade da tecnologia. As
vantagens da IgY aviaria sobre a IgG de mamiferos vao desde técnicas e economicas a
beneficios na sua empregabilidade em amplo espectro na sadde humana e
veterinaria(KOVACS-NOLAN; MINE, 2012; SCHADE; ZHANG; TERZOLO, 2007).

As diferencas filogenéticas entre aves e mamiferos aumentam a imunogenicidade contra
epitopos, que ndo sdo conjugados com anticorpos de mamiferos, tornando-os mais aplicaveis
(MUNHOZ et al., 2014). Outra vantagem da IgY sob outros anticorpos € que ela ndo interage
com os receptores Fc de mamiferos que poderia mediar respostas inflamatorias indesejaveis
(CARLANDER et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2019; DIAS DA SILVA; TAMBOURGI,
2010). A IgY também nao reage com outras imunoglobulinas em mamiferos, nem mesmo as
que compdem o sistema complemento. Dessa forma, ndo desencadeia reagdes cruzadas que
poderiam resultar em falso-positivo nos imunoensaios (CARLANDER et al., 2000).

Ciente da necessidade e das exigéncias para o uso de animais em pesquisa, a
empregabilidade desta imunoglobulina resulta grandiosamente no bem estar animal, pela ndo
realizacdo de sangria para obten¢do da imunoglobulina diminuindo assim o stress € eutandsia
de animais que sdo comumente utilizados (LEIVA et al., 2020). Além disso, sdo necessarias
baixas quantidades de antigeno para atingir alta titulagao de anticorpos, além de longa duragao.
Isso ird reduzir o nimero de animais, j& que galinhas produzem maiores quantidades de
anticorpos em relagdo a outros animais (LEE, Warren et al., 2017; PAULY, D et al., 2009;
SUDJARWO et al., 2017). Para adquirir uma quantidade igual de IgG de mamiferos e grande
volume de soro, a IgY tem uma vantagem sobre a IgG, ja ¢ um método menos invasivo exigindo

apenas a coleta diaria dos ovos em comparagdo com a coleta de sangue em mamiferos
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(KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004; SCHADE; HLINAK, 1996). Por isso, a IgY
vem crescendo como métodos alternativos ao uso de animais em experimentos. Isso indica que
aIgY pode ser um importante avango para a manutengao do bem-estar de animais, em especial,
quando comparados na produgdo de IgG de mamiferos que na grande maioria das vezes sao
eutanasiados.

No ponto de vista econdmico, as galinhas apresentam uma fonte mais econdmica e
grande quantidade de anticorpos especificos (SCHADE; ZHANG; TERZOLO, 2007). Durante
um ano, uma galinha produz em média 280 ovos sendo que cada ovo contém 150mg de IgY,
resultando em até 42g de IgY por ano (SCHADE; HLINAK, 1996). Estima-se que a
produtividade de anticorpos na gema ¢ de quase 18 vezes maior do que a de coelhos, com base
no peso do anticorpo produzido por animal (AKITA; NAKAI 1993a).

A IgY também ¢ viavel pelo baixo custo de producdo, sendo necessario bem menos
antigenos para desencadear resposta imune eficiente. (GASSMANN et al., 1990; LARSSON,
Anders; CARLANDER; WILHELMSSON, 1998). A resposta imune das aves ¢é persistente o
que induz alta titulacdo de IgY nas gemas das galinhas imunizadas por longo periodo
(IKEMORI et al., 1993), o que diminui ainda mais os investimentos.

Tais fatos apresentados consolidam a tecnologia IgY como uma alternativa promissora
na producdo de anticorpos. Essa substituicdo poderia resultar na diminui¢do de custos em
relacdo a producdo de anticorpos de mamiferos e também em bons resultados, ja que a IgY em
estudos apresenta vantagens a IgG devido suas diferengas técnicas e facilidade de obtengao,
que em muitos casos também sao menos custosos.

Em contraste com o soro de mamiferos, na gema do ovo existe apenas a IgY de
imunoglobulina, facilitando seu isolamento por técnicas de precipitagio (GASSMANN et al.,
1990). A separagdo do anticorpo dos lipidios e demais componentes da gema podem ser
realizadas a partir de diferentes formas de precipitacdo, como por polietilenoglicol, gel de
filtracdo e demais processos nos quais variam a pureza, estabilidade, concentragado e atividade
do anticorpo(ZHANG, 2003).

No caso de a IgY ser implementada como alimentagdo, a gema podera ser administrada
liofilizada ou vendida no ovo integro, onde ndo havera necessidade de uma extragdo quimica
minimizando ainda mais os gastos.

Outro ponto importante € que a IgY especifica pode ser aplicada para tratamento de
diversas doencas infeciosas, podendo contribuir para diminuicdo de efeitos colaterais de
medicagdes e na cura do paciente, podendo ser usado sozinha ou associada a depender da

enfermidade. Tendo em vista a capacidade de neutralizadora da IgY, pode representar um
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importante recurso antimicrobiano. Tal fato é argumentado ja que a diminui¢do e/ou
substitui¢do de antibidticos € uma preocupacao pela resisténcia bacteriana e surgimentos de
doencas infecciosas. A IgY ¢ capaz de detectar antigenos proprios € nao proprios em virtude
das diferencas estruturais da IgY e IgG, e também distancia filogenética entre aves e mamiferos
(NILSSON; LARSSON, 2005; ZERPA et al., 2014). A IgY ndo ¢ capaz de ativar sistema
complemento em mamiferos, € nem interagem com fatores reumatoides ou receptores Fc de
humanos resultando em maior especificidade e precisao em diagndstico, ensaios imunoldgicos

além de nao ocorrer reacao cruzada.
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7 CONCLUSAO

A nossa revisdo nos leva a conclusdo de que A IgY ¢ um anticorpo mais vantajoso
quando comparada a IgG. E mais rentavel e econdmica, promove mais bem-estar animal, maior
precisdo nos imunoensaios. Pode ser produzida em maior escala e ser utilizada na imunidade
passiva ou empregada como método alternativo as terapias convencionais. A IgY ¢ uma
alternativa promissora e sua introducdo na pesquisa e industria farmacéutica contribuiria com

grandes resultados seja experimental ou terapéutico.
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8 PERSPECTIVAS E ABORDAGENS FUTURAS

Embora ja se saiba de tantas possibilidades da IgY, ainda € necessario que se tenham
mais pesquisas para o desenvolvimento nas técnicas de producao que vai dos protocolos de
imuniza¢do das aves, extragdo e métodos de purificacdo. J& que existem vdrios fatores
relevantes que interferem nos resultados desejados como: espécie da ave, raca, idade e também
o antigeno que sera empregado nos experimentos (COOK; TROTT, 2010; LEVESQUE;
MARTINEZ; FAIRBROTHER, 2007; PAULY, D et al., 2009; SCHADE; HLINAK, 1996).
Baeado-se em estudos disponiveis sobre os diferentes tipos de imunoglobulinas, a IgY ainda é
bem menos caracterizada em relagdo aos isotipos de mamiferos, em especial aos efeitos
resultante de sua aplica¢ao na medicina veterinaria e humana.

Se faz necessario investir e aprimorar em mais estudos que visam sua estabilidade até
acdo sistémica. Avaliar seus efeitos especificos em animais e humanos, a curto ou a longo prazo,
elucidando sua utilizagdo em estudos clinicos. Investigar solu¢des que facilitariam a
farmacocinética da IgY, em especial das enzimas proteoliticas presente no processo digestorio.
Para empregar a IgY ¢ necessario compreender sua estabilidade e qual o melhor método de
obtencdo, sem deteriorar sua estrutura e sem minimizar sua efetividade. Com o objetivo de
preparagdes formulagdes farmacéuticas eficazes e que possam assegurar a qualidade do produto
e sua estabilidade. Outro fator importante € a digestibilidade proteolitica principalmente nos
casos de administragdo oral, seja como alimento funcional, encapsulados ou gema desidratada.

(ZHEN et al., 2009)
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