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RESUMO

O objetivo principal deste trabalho foi processar, purificar e testar a poténcia do antiveneno
botrépico produzido a partir de ovos de galinhas imunizadas com antigeno botrépico padréo.
Galinhas adultas mesticas da variedade Single Comb White Leghorn foram imunizadas com
veneno de cinco espécies de serpentes do género Bothrops, apds trés ciclos de imunizagdes
em intervalos de seis semanas. A extracao de lipides da gema foi realizada através do método
de diluigdo em agua ultrapura (1:10), seguida de alteracdo de pH para 5,0 e de ciclo de
congelamento/descongelamento. A purificagdo da imunoglobulina Y (IgY) foi feita por
precipitagdo com sulfato de amdnio 20% (p/v), sendo recuperados 2,69mg de IgY/ml de gema
por esta metodologia. As gemas das galinhas imunizadas continham anticorpos capazes de
neutralizar a atividade téxica letal do veneno botrépico. A dose média efetiva (DE-50) da IgY
antibotropica foi de 365ul/2DL-50 e 1ml de antiveneno foi capaz de neutralizar 0,154mg de
veneno.

Palavras chave: IgY, soro antiofidico, Bothrops, Gallus gallus domesticus.
ABSTRACT

The aim of this work was develop an antivenom from eggs of hens immunized with Bothrops
antigen and to evaluate its potency. Adults Single Comb White Leghorn hens were immunized
with venom of five species of snakes of the genus Bothrops. The purification of the
immunoglobulin Y (IgY) was done by ammonium sulfate 20% precipitation (w/v) and 2.69mg of
pure IgY/ml of yolk was produced. The IgY from egg-yolk neutralized the toxic lethal activities of
Bothrops venom. The median effective dose (ED-50) of the IgY anti-Bothrops venom was
365uL/2LD-50 and 1ml neutralized 0.154mg of venom.

Keywords: 1gY, antivenom, Bothrops, Gallus gallus domesticus.



1. INTRODUGAO

Acidentes envolvendo serpentes do género
Bothrops sao considerados o0s mais
importantes acidentes ofidicos do pais,
devido ao seu grande numero de
ocorréncias (mais de 80% dos casos
notificados no Brasil, com a mortalidade em
tomo de 0,5%). Sao acidentes que
acometem na maioria das vezes
trabalhadores rurais, ocorrendo longe dos
centros onde sdo encontrados 0s soros
antiofidicos, unico tratamento especifico e
eficaz na neutralizagdo das agdes do
veneno. Estes soros, por serem de origem
eqlina e ndo estarem liofilizados, exigem
sistema de refrigeracdo e também
assisténcia médica especializada para
acompanhar possiveis reagdes colaterais
graves nos pacientes tratados. Assim, os
acometidos deverao ser transportados até o
local de aplicagdo do soro, onde existam
atendimento médico especializado e
equipamentos de emergéncia, sendo que o
tempo gasto durante este transporte agrava
0 quadro de intoxicagao.

As reacbes colaterais graves que podem
ocorrer durante o tratamento com soro
hiperimune produzido em eqlinos s&o:
reagdes do complemento, choque anafilatico
e doenga do soro. Os sintomas observados
podem limitar-se a pele ou evoluirem para
broncoespasmo, edema de glote,
hipotensdo e choque. A maioria desses
sintomas é devido a acdo de altas
concentragbes de proteinas que nao sao
imunoglobulinas e que estdo presentes no
soro hiperimune disponivel comercialmente.
Contudo, as proprias moléculas de
imunoglobulina séo capazes de
desencadear uma reacdo alérgica no
paciente, pela ativagcdo de seu sistema
complemento através da ligacdo das
proteinas deste sistema ao dominio Cy2 da
fragdo Fc da imunoglobulina G (IgG) do
equino.

Para reduzir os efeitos colaterais da
soroterapia €& essencial obter anticorpos
antiveneno em uma forma pura, além de um
tratamento enzimatico com pepsina para
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eliminar a fragcdo Fc da IgG. Entretanto,
além desta etapa acrescentar mais custos
ao processo, ela é responsavel pela perda
da atividade especifica da IgG, -cuja
recuperacao final é da ordem de 40% da
atividade especifica inicial. Além disso, em
alguns lotes o tratamento enzimatico nao
elimina toda a fracdo Fc da IgG, mantendo
pequena quantidade como contaminagéao, o
que pode provocar reacoes de
hipersensibilidade a quem as recebe.

Quanto maior o tempo gasto para inicio do
tratamento com o soro antiofidico, maior a
dificuldade de reversédo do quadro clinico do
paciente, maior o numero de ampolas
necessdrias para reversao deste quadro (o
que aumenta ainda mais a possibilidade de
reagdes indesejaveis), maior tempo de
internagdo do paciente, maior risco de
amputagdes e Obitos, maior periodo de
inatividade do trabalhador, tornando-se,
portanto mais elevado o custo social do
individuo.

A possibilidade de se dispor num futuro
proximo de soros obtidos a partir de ovos de
galinhas imunizadas com venenos ofidicos,
aparece com grandes vantagens sobre o
soro antiofidico atual, principalmente em
relagcdo a demora do inicio do tratamento do
paciente. Isto porque embora a
imunoglobulina originaria da gema de ovos
de galinhas, denominada imunoglobulina Y
(IgY), possua estrutura molecular
semelhante a IgG dos mamiferos, a sua
fragdo Fc apresenta auséncia de um
dominio, o que lhe confere a caracteristica
de nao ativar o sistema complemento de
mamiferos, diminuindo consideravelmente o
risco de efeitos adversos secundarios a
administragdo do soro. Assim, 0 soro
contendo IgY poderia ser usado no préprio
local do acidente sem a presenga do clinico
especializado. Sua aplicagdo rapida
diminuiria o custo direto pelo uso reduzido
de ampolas, aceleraria a recuperagao do
paciente, reduziria os riscos de maiores
complicagbes secundarias e custo de
internagéo, viabilizando o seu retorno a vida
ativa em um tempo menor. Em adigdo, com
a produgcdo do antiveneno em ovos de
galinha n&o haveria a necessidade de se



tratar enzimaticamente o soro, diminuindo
custos, além de reacdes alérgicas, e tendo
uma recuperagdo maior da imunoglobulina
ao final do processo.

A producdo de soro em ovos de galinha
também apresenta outras vantagens em
relacdo a producido em equinos, sendo elas:
a) a obtengéo dos anticorpos de galinhas é
um processo natural, portanto n&o invasivo
0 que minimiza o sofrimento do animal
usado na produgdo; b) os sistemas de
criacdo e nutricdo de galinhas sdo muito
mais econdmicos que nos mamiferos
(principalmente os equinos que necessitam
de uma grande area para sua criagao) e c)
determinadas variedades de galinhas botam
ovos 280 dias por ano, em média,
contribuindo para uma maior produgdo de
IgY/ galinha/ ano.

Neste trabalho foram avaliados trés
esquemas de imunizagao de galinhas com o
veneno botrépico, além de diversos
métodos de delipidagdo da gema e
purificagdo da IgY, a fim de se obter um
método mais eficaz e menos oneroso de
produgdo do antiveneno botropico em ovos
de galinha.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Produzir, processar e purificar antiveneno
botrépico a partir de ovos de galinhas
imunizadas com antigeno botrépico padrao
e testar sua poténcia.

2.2.Especificos

a) Fazer um estudo comparativo da
resposta imune em galinhas frente a
diferentes esquemas de imunizagao
com o veneno botrépico.

b) Fazer um estudo comparativo dos
diferentes métodos de delipidagdo da
gema.

c) Padronizar um teste de imunodifusdo
radial para quantificacdo de IgY

produzido em ovos de galinhas
imunizadas.

d) Avaliar a curva de producdo de IgY
antibotrépico produzido a partir de ovos
de galinhas imunizadas, através de um
ELISA.

e) Comparar diferentes métodos de

purificagédo de IgY.

f) Testar a poténcia do extrato de gema
produzido em ensaio de DL-50 e DE-50.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.Propriedades do veneno botrépico

Venenos de serpentes sao constituidos por
90 a 95% de proteinas (S’antana et al.,
2004). No género Bothrops, enzimas,
toxinas e peptideos farmacologicamente
ativos sdo os principais componentes deste
veneno. Entretanto, este pode apresentar
variagdes na composigao, diferenciando-se
entre espécies e até mesmo dentro de uma
mesma espécie dependendo de sua
distribuicao geografica, do sexo do animal e
da variacdo sazonal (Rocha e Furtado,
2005).

Por possuir atividades proteolitica,
coagulante e hemorragica, esta mistura
complexa de componentes potencialmente
toxicos é responsavel por causar disturbios
da hemostasia, incluindo alteragbes na
coagulagdo sangiinea e edema, além de
miotoxidade. A atividade proteolitica €
responsavel pela decomposicdo de
proteinas e pelo processo inflamatério do
tecido, causando lesdes locais como
edema, dor e necrose. E causada por
fragbes do veneno bioquimicamente
heterogéneas, com especificidades
diversas, que atuam de maneira complexa e
inter-relacionada (Azevedo-Marques et al.,
2003). A atividade coagulante é devido a
ativacdo de protrombina e fator X pela
fragdo tipo trombina (trombin-like), onde ha
conversdo direta do fibrinogénio em fibrina
(Silva et al., 2003), levando a coagulagéo
intravascular disseminada. Na atividade
hemorragica, hemorraginas séo
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responsaveis por lesbes na membrana
basal dos capilares. O consumo de fatores
pela coagulagdo intravascular disseminada,
juntamente com alteracdo na funcéo
plaquetaria, agrava o quadro de hemorragia
(Melo et al., 2004).

As proteinas responsaveis por estas
alteracdes séo metaloproteases,
fosfolipases (PLA2), L-aminoacido oxidases
(LAO), nucleases, serinoproteases, entre
outras (Fig. 1).

As metaloproteases sdo responsaveis pela
atividade hemorragica, constituindo a classe
de proteinas que ¢é mais diretamente
relacionada com o quadro clinico
caracteristico do envenenamento botrépico.
Elas agem destruindo a microvasculatura,
levando ao extravasamento de liquidos e a
liberacdo de mediadores da inflamagao.
Assim como as serinoproteases, elas
também possuem atividade fibrinolitica e/ou
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fibrinogenolitica. As metaloproteases sao
zinco-dependentes, podendo ser inibidas
por agentes quelantes como EDTA e
fenantrolina (Silva et al., 2003). Ja as PLA2
sdo responsaveis por degradar os
fosfolipidios da membrana plasmatica e
inibir a agregacgao plaquetaria. Além de sua
fungéo catalitica, dependendo da classe da
PLA2, atividade miotdxica também pode ser
observada. As LAO s3o enzimas que
catalisam a deaminagdo oxidativa de
diversos L-aminoacidos terminais, sendo
metionina, leucina, triptofano e fenilalanina
seus melhores substratos (Pessatti et al.,
1995).

Segundo Wen (2000), os efeitos locais do
veneno sao apenas parcialmente
neutralizados pelo soro especifico. Contudo,
os antivenenos utilizados na soroterapia
deverdo conter anticorpos capazes de
neutralizar a maioria, sendo todos, os
componentes toxicos do veneno.



[Fragées do veneno botrépico]

Proteases

_[
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_[
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Outras metaloproteases ]

N
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Lipases

)
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Hialuronidases

L-aminoacido oxidases

INI

Figura 1. Fracdes do veneno botrdpico (ilustragdo baseada em Azevedo-Marques et al., 2003)

3.2. Aimunoglobulina' Y

3.2.1. Histérico

A primeira descricdo da imunizacdo de
galinhas para producdo de imunoglobulina
especifica ocorreu em 1893. Klemperer, um
pesquisador alem&o, imunizou galinhas com
um caldo de cultivo de Clostridium tetani.
Apods certo tempo, coletou seus ovos e
inoculou intraperitonialmente  diferentes
concentragbes de extratos de gema em
grupos de ratos. Assim, ele demonstrou que
os ratos que haviam recebido os extratos de
gema estavam protegidos contra posteriores
desafios letais da toxina inoculada

intraperitonialmente, enquanto os ratos que
ndo haviam recebido anteriormente o
extrato de gema morriam rapidamente. Foi
assim que pela primeira vez foi estudada a
transferéncia passiva de anticorpos da
galinha para o ovo (Carlander, 2002).

Esta linha de pesquisa foi abandonada por
décadas, até que em 1959, Russel e Burch
trouxeram o assunto novamente a tona,
citando a técnica de purificagdo de
imunoglobulinas a partir de ovos de galinha
como uma técnica alternativa que reduzia o
sofrimento de animais utilizados na
pesquisa, ja que a coleta de ovos era um
método n&o invasivo, 0 que n&o ocorria
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quando se trabalhava com imunoglobulinas
derivadas do soro de mamiferos (Russel e
Burch, 1992).

Até 1969 a imunoglobulina isolada de gema
de ovos de galinha recebia o nome de IgG
aviario, por ter uma grande semelhanca com
a imunoglobulina G encontrada em
mamiferos. Foi nesse ano que Leslie e Clem
iniciaram seus estudos com esta molécula.
A purificagédo e caracterizagdo antigénica da
IgY, assim como a determinacdo do seu
tamanho molecular e de suas respectivas
cadeias, mostraram consideravel diferenca
com a IgG. Foi a partir de entdo que a IgG
aviaria passou a ser denominada de
imunoglobulina Y (Leslie e Clem, 1969).

Com os avangos da avicultura industrial nas
ultimas décadas, o estudo da IgY como
fonte de anticorpos para a pesquisa foi
muito estimulado, principalmente em se
tratando dos custos de produgédo. Nado soé
por ser um animal pequeno e com uma
relativa facilidade de manejo, a galinha
passou a produzir até 280 ovos por ano
(linhagens de alta postura), sendo capaz de
produzir muito mais anticorpos que um
mamifero de laboratério. Além disso, néo
seria necessario o sacrificio do animal para
obtencdo de seu soro sanguineo, como é
feito até os dias de hoje com coelhos e
camundongos de laboratdrio.

A partir de 1980, IgY passou a ser
disponivel comercialmente, conjugada a
fluoresceina, fosfatase alcalina ou
peroxidase, 0 que incrementou seu uso na
pesquisa. Foi em 1989 que foi descrito pela
primeira vez o uso de IgY em
Imunohistoquimica (Schimidt et al., 1989).

Em 1995, a producédo e uso da IgY tanto na
pesquisa como no diagndstico, tratamento e
profilaxia de doengas passou a ter a
denominacdo de “Tecnologia IgY”, nome
dado por C. Staak. Neste mesmo ano, o
Centro Europeu para Validagdo de Métodos
Alternativos recomendou o uso da IgY na
substituicdo a IgG mamifera, na tentativa de
se reduzir o sofrimento e morte de animais
de laboratério (Chacana et al., 2004).
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Em 1998, foi realizado no Brasil, um estudo
sobre o desenvolvimento de antiveneno
ofidico em galinhas e técnicas de
purificagdo de imunoglobulinas Y da gema
(Almeida et al., 1998).

Em 1999, a Tecnologia IgY foi aprovada
como método alternativo de melhorar o bem
estar animal, pelo Office Vétérinaire Federal
na Suica.

Hoje, a tecnologia IgY tem sido muito
estudada por pesquisadores da area da
saude, na intencdo de se utilizar estes
anticorpos principalmente em imunoterapia
e imonoprofilaxia médica e veterinaria.

3.2.2. Estrutura molecular e
propriedades bioquimicas

Evidéncias fisioquimica e antigénica indicam
que a IgY ocorre nas classes dos anfibios,
répteis e aves, sendo provavel sua
existéncia em peixes pulmonares;
diferentemente da 1gG, presente somente
em mamiferos (Warr et al., 1995). Como a
IgG, a IgY aviaria € composta de duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas. Nao
ha um consenso sobre seu peso molecular,
sendo que a literatura apresenta
divergéncias. Foi estabelecido pela maioria
dos autores como sendo de 180.000
Daltons (Warr et al., 1995; Akita e Li-chan,
1998; Bizanov et al., 2004). Entretanto,
alguns autores afirmam ter esta molécula
167.250 Da, com sua cadeia leve
apresentando 18.660 Da e sua cadeia
pesada apresentando 65.105 Da (Carlander,
2002; Chacana et al, 2004). Enquanto
Leslie e Clem (1969) relatam um peso
molecular de até 206.000 Da, Devi et al.
(2002) estabeleceram seu peso em 190.000
Da. Uma observagao importante feita pelos
mesmos autores foi que a imunoglobulina
obtida por eles foi uma mistura protéica
heterogénea, com peso molecular entre
180.000 e 200.000 Da. A IgG mamifera tem
cerca de 160.000 Daltons, sendo pouco
menor que a IgY. Uma diferenca
interessante entre as duas é que a cadeia
leve da IgY é considerada mais leve que a
da IgG (cerca de 25.000 Da) e a cadeia
pesada da IgY é considerada mais pesada
que a da IgG (cerca de 55.000 Da). O



fragmento Fab da IgY isoladamente pesa
em torno de 45.000 Daltons.

Assim como a IgG, a cadeia leve da IgY
contém um dominio variavel e um dominio
constante. Entretanto, enquanto a IgG
contém um dominio variavel e trés dominios
constantes em sua cadeia pesada, a IgY
contém um dominio variavel e quatro
dominios constantes (Fig. 2),
assemelhando-se a molécula de IgE. Esta
cadeia pesada, denominada de cadeia
upsilon (v), apresenta certa homologia entre
seus dominios constantes e os da IgG
mamifera. A Cv3 e Cv4 da IgY é
intimamente relacionada a Cy2 e Cy3 da
IgG, respectivamente. Enquanto alguns
autores afirmam que o dominio Cv2 esta
ausente na cadeia pesada da IgG
(Carlander, 2002), outros dizem que ele esta
presente representando a regido hinge da
IgG (Chacana et al., 2004). O que a maioria
dos autores afirma é que o dominio Cv2
esta provavelmente condensado para
formar a regido hinge na IgG, o que nao
ocorre na lgY, fato confirmado por Warr e
Magor (1995) em seus estudos sobre IgY
como antecessora evolutiva de IgG, IgE e
IgA  de mamiferos. Este pouco
desenvolvimento da regido hinge da IgY
pode ser responsavel pela pouca
flexibilidade da regido Fab, fazendo com
que este anticorpo seja mais rigido,
afetando sua capacidade de precipitar e
aglutinar antigenos.

O fragmento Fc da IgY mostra-se mais
resistente a digestdo pela papaina
comparando-se com a IgG mamifera, mas a
clivagem com pepsina € viavel. Segundo
Akita e Nakai (1993), a pepsina cliva a
molécula na regido Cv2, formando
fragmentos Fab monovalentes,
diferentemente do que ocorre na digestao
peptidica de IgG mamifera, onde ha
formacao de Fab bivalente.

Assim como na IgG, é na fragdo Fc que
ocorrem a maioria das fungdes bioldgicas
efetoras da IgY. Esse fragmento da IgY
contém duas cadeias laterais de
carboidratos, enquanto que 0 mesmo
fragmento da IgG apresenta uma so.

Hinge ou
Dobradica

Figura 2. Comparacéo estrutural entre IgG e
IgY (Fonte: Warr et al., 1995).

Quanto aos parametros fisico-quimicos da
IgY, seu ponto isoelétrico foi definido por
Ambrosius e Hadge (1987) como pH 6,0.
Davalos-Pantoja et al. (2000) afirmaram
estar entre os pH 5,7 e 7,6. Segundo
Shimizu et al. (1992), a IgY é mais sensivel
a desnaturacdo em pH baixo que a IgG, o
que se inicia a partir do pH 4, perdendo
totalmente sua atividade como
imunoglobulina a partir do pH 3. Estes
resultados também foram confirmados
posteriormente por Hatta et al. (1993) e por
Lee et al. (2002). Como esta rapida perda
de atividade ndo ¢é devido a quebra
peptidica (o que foi demonstrado através de
SDS-PAGE por Shimizu, 1998), o baixo pH
causa, provavelmente, uma alteragdo na
conformagao da proteina.

Em se tratando da temperatura, IgY é
considerada estavel ao aquecimento.
Jaradat e Marquadt (2000) demonstraram
que esta proteina é estavel até 60°C, sendo
que Carlander (2002) afirmou que a maioria
de sua atividade persistiu apés 15 minutos a
70°C. Segundo Hatta et al. (1993), a
pasteurizagdo a 60°C por 3,5 minutos n&o
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afeta a atividade imunolégica da IgY. Um
estudo interessante feito por Losch et al.
(1986) demonstrou que ovos cozidos por 6
minutos em agua a 100°C ndo diminuem
sua concentracdo de IgY. Vérios trabalhos
tém ressaltado que a adigdo de diversos
aglcares como sacarose e lactose a
amostras de IgY, pode aumentar a
resisténcia desta a inativagdo térmica
(Shimizu et al., 1994 e Jaradat e Marquardt,
2000). Quando a refrigeragédo da IgY nao é
possivel, xarope de sacarose a 50% pode
ser usado como preservativo térmico.

Segundo Olovsson e Larsson (1993),
aliquotas de IgY estocadas em salina a 4°C
com 0,02% de NaNj, permaneceram por até
10 anos sem haver perdas significantes em
seus titulos. Anticorpos biotinilados e
purificados por imunoafinidade
permaneceram por cinco anos estocados a
4°C, também mantendo sua alta atividade.
Ja outro estudo constatou que um ovo pode
ser estocado a 4°C, com uma pequena
perda na atividade da IgY, por pelo menos
seis meses (Ricke et al., 1988).

Quando se estudou a estabilidade da IgY a
diferentes temperaturas de congelamento,
foi observada uma perda de 50% de
atividade desses anticorpos quando
conservados a -70°C por 12 meses (Staak
et al., 2000). O mesmo estudo mostrou que
quando a IgY é conservada a -20°C ocorre
minima perda dessa atividade. Entretanto,
Goldring e Coetzer (2002) afirmaram que a
IgY isolada ndo deveria ser congelada e que
estocada a 4°C permaneceria viavel por
diversos anos.

3.2.3. Vantagens do uso da IgY na
produgao de soro antiofidico

3.2.3.1. Nao ativa o sistema complemento
de mamiferos

Como citado anteriormente, o0s soros
antiofidicos produzidos em equinos podem
causar efeitos colaterais em pacientes que
os recebem. A principal causa desses
efeitos é a presenga de impurezas nesses
soros, sendo estas: ou proteinas néo
imunoglobulinicas ou imunoglobulinas que
ndo reagem aos componentes do veneno
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(Carroll et al., 1992). Soros com alta
porcentagem dessas proteinas podem
causar tanto reacgbes anafilaticas, o que
ocorre em individuos que foram previamente
expostos a produtos que continham
proteinas de origem eqlina (adquirindo,
portanto, sensibilidade contra estas), quanto
reagdes anafilactéides, que sdo reagdes que
nao dependem da exposigdo prévia ao
antigeno.

As reacgbes anafilaticas acontecem logo
apo6s a administracdo do soro, sendo
classificadas como hipersensibilidade tipo I.
Ocorrem quando imunoglobulinas E (IgE)
produzidas em uma exposi¢gdo anterior a
proteinas de origem eqlina, se ligam a
estas, formando um complexo antigeno-
anticorpo que se ligara & membrana de
mastdcitos. Ocorrera sua degranulagao,
liberando mediadores quimicos que agirdo
na parede vascular, aumentando sua
permeabilidade. O extravasamento de
liguidos destes vasos podera causar
diminuicdo abrupta da pressdo arterial,
diminuindo a distribuicdo de oxigénio para
diversos 6rgaos, entre eles o cérebro e os
rins. Esta podera ser a causa da morte do
paciente. Embora consideradas reacoes
raras, devido a sua gravidade é necessario
manter a pessoa em tratamento na unidade
de saude, onde se dispdbem de
medicamentos e pessoal capaz de atender
prontamente a esta emergéncia.

Entretanto, mesmo as imunoglobulinas
especificas antiveneno botrépico podem ser
responsaveis pelo aparecimento de reagdes
colaterais em pacientes submetidos a
soroterapia. Isto acontece porque a IgG
equina detém um dominio em sua fragéo Fc
capaz de ativar o sistema complemento
humano. A grande quantidade de proteinas
heterélogas seria a responsavel pela
formacao de agregados de imunoglobulinas
e/ou imunocomplexos na circulagéo,
ativando o sistema complemento, o que
levaria a formagédo de anafilotoxinas (C3a,
C4a e Cb5a). O desencadeamento de uma
resposta inflamatéria pela ativagdo do
complemento podera culminar em colapso
circulatério (MANUAL de...; 2001). Esta
reagao anafilactéide pode se manifestar nas
primeiras 24 horas apds a administragao do



soro, também sendo necessaria a
observacdo do paciente durante este
periodo em uma unidade médica
especializada.

Outra reacao anafilactéide importante que
podera ser desencadeada devido a
administragdo do soro antiofidico é a
chamada doenca do soro. E uma reacéo de
hipersensibilidade tipo lll, ocorrendo de 7 a
10 dias apdés a soroterapia, onde a
deposicdo dos complexos imunes formados
pela ligagdo do veneno a IgG especifica em
tecidos e endotélio vascular podera produzir
uma lesdo tissular pela ativagdo do
complemento. Orgaos como pele,
articulagdes e rins sdo 0s mais acometidos.

Em um estudo realizado por Larsson et al.
(1993), foram comparadas as habilidades
em ativar o complemento de humanos tanto
da IgG mamifera como da IgY aviaria, em
um teste de ELISA. Os resultados
mostraram que enquanto a IgG era
responsavel por ativar o complemento de
amostras humanas, isso nao ocorria quando
se utilizava IgY de galinha. Segundo Gigli e
Austen (1971), anticorpos de galinhas sao
incapazes de ativar as proteinas do sistema
complemento do soro de coelhos, cobaias,
bovinos, ratos, caprinos, cédes e gatos,
sendo que uma fraca ativacdo podera
ocorrer no soro de suinos.

Sem a capacidade de se ligar a proteina C1
do complemento, a IgY n&o seria capaz de
causar a ativacdo da via classica. Isto
demonstra que com a utilizagdo dessa
imunoglobulina na soroterapia antibotrépica,
nao haveria o desenvolvimento de reacdes
anafilactoides. Com isso, 0 seu uso em
substituicdo a 1gG, poderia reduzir a
incidéncia de reagbes colaterais durante a
soroterapia antiofidica. Além disso, por nao
ser extraida de equinos, a IgY pode ser
usada em pacientes que sao hipersensiveis
a produtos originarios desses animais,
diminuindo consideravelmente a incidéncia
de reacdes anafilaticas.

3.2.3.2.Vantagens econdomicas

A utilizagdo de galinhas como produtoras de
anticorpos policlonais €& economicamente

mais viavel que a utilizagdo de mamiferos
para o mesmo fim. O sistema de criagdo e
nutricdo de galinhas é considerado simples
e relativamente barato. A facil manipulagao
desse animal conjugada com o sistema
automatizado de criagdo diminui custos com
a mao de obra, principalmente devido ao
numero reduzido de trabalhadores ligados
diretamente a produgao.

Além de produzir IgY rapidamente e em
grandes quantidades, galinhas mantém
altos niveis de anticorpos especificos por
um longo periodo (Polson et al.,, 1980).
Outro ponto a ser considerado € a menor
quantidade de antigeno requerido para
hiperimunizagdo devido ao baixo peso
corporal de galinhas, reduzindo ainda mais
o custo da producédo (Carrol et al., 1992;
Larsson et al., 1998).

A eficiéncia da produgdo de anticorpos a
partir de ovos tem sido comparada com a
produgdo originaria de soro de outros
mamiferos. A produtividade da IgY de
galinha, quando usada gema de ovo como
fonte de anticorpos, pode ser de 5 a 10
vezes maior que a produtividade de IgG de
um coelho, dependendo do adjuvante
utilizado durante a imunizacédo (Svendsen et
al., 1996). Segundo Gottstein e Hemmeler
(1985), a quantidade de IgY purificada
produzida em um més por uma galinha é 18
vezes mais alta que a IgG isolada do soro
de um coelho imunizado contra o mesmo
antigeno. Schade et al. (1991) afirmaram
que uma Unica gema origindaria de uma
galinha imunizada pode conter mais
imunoglobulina que 300ml de soro de
coelho.

Thalley e Carrol (1990) afirmam que
galinhas produzem aproximadamente 200ml
de gema/Kg de peso vivo/més, comparado
com aproximadamente 10ml de soro/Kg de
peso vivo/més obtido da sangria de
mamiferos.

Entretanto, a maior vantagem encontrada
quando se trabalha com produgdo de
anticorpos em ovos € que determinadas
linhagens de galinhas produzem cerca de
280 ovos por ano, contribuindo para uma
maior  produgdo de IgY/galinha/ano.
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Segundo Schade et al. (2005) uma sé ave
pode produzir de 20 a 40g de IgY total por
ano. Chacana et al. (2004) encontraram
uma concentracao similar, 17 a
35g/ave/ano.

A quantidade de IgY por ovo esta
relacionada ao tamanho do mesmo e com
variagdes fisiolégicas individuais. De 100 a
400mg de IgY sao obtidas de um unico ovo
(cerca de 15ml de gema), sendo a variagédo
dependente também da linhagem genética
da ave, segundo Schade et al. (2005).
Chang et al. (2000) obteve 15mg de IgY por
ml| de gema.

Em um estudo comparativo da producao de
IgY em ovos de diferentes linhagens de
galinhas, Carlander et al. (2002) concluiram
que a linhagem Single Comb White Leghorn
foi a mais produtiva entre as linhagens
estudadas (2,21 + 0,44mg/ml de gema). Em
outra pesquisa realizada por Li et al. (1998)
a linhagem Single Comb White Leghorn
também foi considerada a mais produtiva. E
importante ressaltar que os ovos dessa
linhagem apresentaram peso mais elevado
que das outras linhagens estudadas.

Embora seja alta a quantidade de IgY
encontrada no ovo, somente 3 a 3,2% (Li et
al., 1998; Akita e Li-Chan, 1998) é
especifica ao antigeno inoculado.
Ntakarutimana et al. (1992) afirmaram que
de um unico ovo podem ser extraidas 4mg
de IgY especifico contra transferrina
humana. Coelhos imunizados com o mesmo
antigeno produziram somente 1,74mg de
IgG por ml de soro.

Segundo Akita e Li-Chan (1998) que
produziram IgY anti-subclasses de I1gG, uma
alta producgédo de IgY especifica, 6 a 7,5mg,
sdo obtidos da fracdo hidrofilica da gema.
Se a producéao for de 280 ovos/galinha/ano,
até 2,1g de IgY especifico seria obtido de
uma unica galinha em um ano.

Em um trabalho realizado por Motoi et al.
(2005), 1,2 grama de IgY purificado contra
proteinas do virus da raiva foi obtido de 180
gramas de gema de ovo, 0 que corresponde
a 12 ovos, aproximadamente. Somente 1,4
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gramas de IgG pode ser obtido de um
coelho imunizado, segundo este autor.

Deve-se salientar que a quantidade de IgY
especifica extraida do ovo depende do tipo
de molécula antigénica que sera inoculada
no animal. Se a molécula for muito
imunogénica, ira estimular muito mais
eficazmente o sistema imune, produzindo
maior quantidade de imunoglobulina
especifica por ovo. A produgdo de IgY
contra uma proteina conservada de
mamifero, por exemplo, chegou a 72mg por
ovo em uma pesquisa feita por Gassmann
et al. (1990). Durante a producdo de
imunoglobulina contra dois sorotipos de
rotavirus humano (cepa Wa, sorotipo 1 e
cepa Mo, sorotipo 3), por exemplo, concluiu-
se que a producdo de anti-HRV IgY por
galinha (em um ano) foi pelo menos 15
vezes (anti-Wa) e 120 vezes (anti-Mo) mais
eficiente que aquela por um coelho
imunizado (Hatta, 1993). Esta grande
producdo aliada a baixos custos amplia os
campos de estudo onde se aplica o uso da
IgYy.

3.2.3.3.Contribuicdo para o bem-estar
animal

Uma grande vantagem em se trabalhar com
anticorpos presentes na gema de ovos de
galinhas em substituicdo a IgG mamifera
esta relacionada ao bem-estar animal. Em
se ftratando dos conceitos de “reduzir,
substituir e refinar” muito discutido pelos
conselhos de ética em pesquisa com
animais (Russel e Burch, 1959), a
tecnologia IgY cumpre o primeiro deles,
havendo grande redugao nas manipulagdes
dolorosas dos animais. A coleta de ovos é
um método simples e nao invasivo,
diferentemente do que ocorre durante a
coleta do soro em mamiferos. Além disso,
ha redugdo do niumero de animais utilizados
na producdo, ja que a quantidade de
anticorpos que se obtém de uma so6 galinha
€ expressivamente maior que a quantidade
de anticorpos produzida por um mamifero
de tamanho similar (Gottstein e Hemmeler,
1985).



3.2.4. Outras caracteristicas
importantes da molécula de IgY

A utilizacdo de galinhas também apresenta
vantagens sobre a utilizagcdo de mamiferos
na producdo de soro hiperimune anti-
espécie, para uso em testes de diagndstico
(Tab. 1). E comum se trabalhar com
pequenos mamiferos na produgdo de
anticorpos para servirem de reagentes para
estes testes. Entretanto, a substituicdo de
animais de laboratério pelo uso de galinhas
na produgdo desses anticorpos também é
vantajosa.

A capacidade da IgG em ativar o sistema
complemento pode influenciar nos
resultados de um teste de ELISA, por
exemplo. Segundo Campbell et al. (1980),
quando ha ativagdo da cascata do
complemento, o componente C4 ativado
liga-se a regido Fab da IgG, bloqueando-a e
podendo interferir com a ligagao do antigeno
a esta regido. Com isso, os resultados do
teste podem ser subestimados, o que nao
ocorrera caso a molécula de IgG seja
substituida pela IgY.

Outras caracteristicas interessantes da
molécula de IgY que também favorecem sua
utilizacdo como reagente em testes
imunoldgicos serdo descritas a seguir.
3.2.4.1.Apresenta grande distancia
filogenética da IgG mamifera

A diferenga na especificidade dos anticorpos
obtidos quando aves e mamiferos sao
inoculados com os mesmos protocolos de
imunizagdo provavelmente ¢é devido a
distancia filogenética entre estes dois
animais. Quando uma proteina de origem
mamifera é inoculada em uma ave a
resposta imune €& maior que quando a
mesma proteina é inoculada em um coelho,
por exemplo. Como a diferenca entre o
antigeno e o animal inoculado aumenta, a
resposta imune geralmente aumenta
também. Com isso, a quantidade de
antigeno necessaria para estimular uma
resposta imune eficiente, neste caso, €
muito menor quando se inocula aves que
quando se inocula um mamifero (Gassmann
et al., 1990).

Por esta mesma raz&o, o desenvolvimento
de testes imunoldogicos  envolvendo
proteinas mamiferas altamente conservadas
era impedido de ser realizado quando
mamiferos de laboratérios eram utilizados
na produgao de anticorpos contra estas. O
antigeno quando inoculado nestes animais,
ndo estimulava uma resposta imune, pois
era reconhecido como “préprio” pelo
organismo. Com esta distancia
evolucionaria entre as aves e os mamiferos,
ndo ha reatividade cruzada imunolégica
entre IgY e IgG. Portanto, uma proteina
mamifera conservada tem maior
probabilidade de ser detectada como
“estranha” pelo sistema imune de uma ave,
além de se detectar muito mais epitopos
nessa proteina.

Além disso, em um estudo realizado por
Woolley e Landon (1995) observou-se que
galinhas produziam anticorpos com uma
resposta de alta avidez apdés uma Unica
inoculagcdo, o que n&o ocorria em
mamiferos.

Em 1990, Gassmann et al. produziram pela
primeira vez anticorpos contra proteinas
mamiferas altamente conservadas, em ovos
de galinha. Em 1993, Rosol et al. utilizaram
dessa estratégia para o  estudo
imunohistoquimico de proteinas altamente
conservadas do horménio paratireoideano.
Concluiu-se que a galinha era a melhor
escolha quando se tratava de producdo de
anticorpos policlonais, produzindo
anticorpos de alta afinidade e alta avidez
para proteinas altamente conservadas de
mamiferos.

3.2.4.2.Nao se liga a fatores reumatoides

Fatores reumatoides (FR) séo,
provavelmente, a mais bem conhecida
causa de reacgdes falso-positivas em testes
imunoldgicos de diagndstico. Eles sdo auto-
anticorpos presentes na circulagao
sanguinea, que reagem com a fragdo Fc de
imunoglobulinas G de mamiferos, causando
na maioria das vezes a artrite reumatoide.
Estes fatores geralmente se ligam a dois
anticorpos, causando a aglutinagdo desses,
que posteriormente irdo se depositar como
complexos imunes nas articulagdes. Eles
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também podem ser encontrados em soros
de pacientes acometidos por muitas outras
doencgas.

Do mesmo modo em que ocorre na
circulagcdo sanguinea dos pacientes com
artrite reumatoide, FR podem se ligar a
fragado Fc de anticorpos utilizados em testes
de ELISA diretos (onde anticorpos estédo
ligados a fase solida), formando complexos
imunes, mimetizando a atividade antigénica
e resultando em testes falso-positivos.

Como a imunoglobulina Y ndo contém o
dominio da fragdo Fc responsavel pela
ligacdo a fatores reumatdides, elas néo
causam resultados falso-positivos no ELISA.
Em outro trabalho realizado por Larsson et
al., (1991), foi feita a comparacao entre IgG
e IgY utilizados na fase sélida de um ELISA
sandwich, mostrando que quando se
utilizava IgG, haviam reagdes falso-positivas
nos testes, o que ndo acontecia quando se
utilizava a IgY.

3.24.3. Nao se liga a receptores Fc
celulares

A fragdo Fc de moléculas de anticorpos
humanos e de outros mamiferos contém um
dominio responsavel pela ligagdo a
receptores Fc celulares. Alguns receptores
de células sanguineas tém alta afinidade por
IgG mamifero. Quando se trabalha com
cultivo celular, a interagdo com receptores
Fc pode causar a ativagao celular e mudar a
expressao de proteinas de superficie nesta
célula, dificultando o estudo de outras
proteinas de superficie. Em um trabalho
realizado por Lindahl et al. (1992),
anticorpos mamiferos usados na citometria
de fluxo podem formar complexos imunes
que causam ativacao plaquetaria, mudando
a expressdao do receptor Gpllb-llla da
superficie celular. No mesmo trabalho foi
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demonstrado que quando se utilizou IgY no
lugar da IgG, esta ativacdo n&o era
observada. Complexos imunes contendo
IgG também podem estimular a produgao de
citocinas. Como IgG de galinha n&o reage
com receptores Fc celulares (Schimidt et al.,
1993), seu uso em substituicdo a IgG
mamifera poderia evitar esses problemas.

Outra vantagem sobre a IgG mamifera,
consequente a ndo ativagdo de receptores
Fc celulares pela IgY é o seu uso como
anticorpo primario em imunohistoquimica.
Como néo ha ligagédo da IgY a receptores Fc
das células presentes no corte histoldgico,
nao ha ligacdo inespecifica a componentes
celulares, havendo uma grande redugéo do
background da reagédo (Rosol et al., 1993;
Motoi et al., 2005).

3.24.4. Nao se liga a receptores Fc
bacterianos

Proteina A estafilocécica e proteina G
estreptocécica sdo proteinas bacterianas
amplamente usadas como
imunoadsorventes em ensaios imunolégicos
devido as suas habilidades de se ligarem a
fracdéo Fc da IgG. Entretanto, elas
apresentam-se como um problema quando
encontradas como contaminantes em
amostras bacterianas, o que
frequentemente ocorre. Quando presentes,
elas podem se ligar aos anticorpos
detectores com especificidade para outras
bactérias e causarem resultados falso-
positivos.

Em um estudo feito por Hoffman et al.
(1996) foi demonstrado que IgY n&o reage
com a proteina A ou com a proteina G, nao
interferindo, portanto, em testes
imunoldgicos onde estas proteinas estédo
presentes.



Tabela 1. Comparagdo do uso das imunoglobulinas Y e G na produgédo de soro hiperimune

(baseada em Carlander, 2002)

Comparacéao IgY IgG
Animal Galinha Mamiferos
Fonte Gema do ovo Soro Sangliineo
Avidez Alta Moderada
Reacgbes cruzadas Baixa Alta
Isolamento Simples Dispendioso
Estabilidade Alta Alta
Produtividade Alta/Rapida Moderada/Lenta
Coleta da amostra N&o Invasiva Invasiva
Ligacdo a Proteina A e a Proteina G Nao Sim
Interferéncia com receptores Fc Nao Sim
celulares e bacterianos
Interferéncia com fatores Nao Sim
reumatoides
Ativacdo do sistema complemento Nao Sim

de mamiferos

3.2.5. Outras aplicagdes do uso da IgY

Além de evitar as reagbes inespecificas
tipicas de testes realizados com anticorpos
policlonais de mamiferos [podendo ser
aplicados em quase todos os testes
imunoldgicos de diagnéstico como ELISA

(Ricke et al, 1988), radioimunoensaio
(Vieira et al, 1986), imunoprecipitacdo
(Song et al, 1985), imunofluorescéncia

(Motoi et al., 2005) e imunohistoquimica
(Schimidt et al, 1989)], anticorpos
policlonais de galinhas também poderiam
ser uma alternativa ao uso de anticorpos
monoclonais.

Em 1991, Kunz et al., compararam o uso da
IgY e de anticorpos monoclonais com
finalidade de se avaliar as possiveis
coloragbes inespecificas durante um teste
imunohistoquimico. Eles detectaram a
presenca de clamidias em varios cortes
histologicos de diversos 6rgdos e espécies
animais através do uso da IgY e da IgG.
Mesmo tendo resultados considerados
o6timos a partir do uso de anticorpos
monoclonais, nao houve diferenca
significativa entre as aplicacdes dos dois
tipos de imunoglobulinas. Isto mostra que a
IgG monoclonal poderia ser substituida pela

IgY em testes imunohistoquimicos,
essencialmente aqueles cujo uso da IgG
policlonal seria inviavel, causando grandes
quantidades de reagdes inespecificas. Esta
substituicdo reduziria consideravelmente o
custo, tempo e trabalho gastos com a
produgao de anticorpos monoclonais.

Entretanto, o interesse pelo uso da IgY
aumentou consideravelmente devido a suas
possiveis aplicagbes em profilaxia e
terapéutica de diversas doengas humanas e
animais (Lésch et al, 1986). A
administragdo oral de anticorpos IgY
especificos contra infecgdes
gastrointestinais em modelos animais ja
estd descrita. Sunwoo et al. (2001)
demonstrou que a unido especifica da IgY a
superficie da Escherichia coli O157:H7 inibiu
seu crescimento, mediante a mudangas
significativas na estrutura da bactéria. Jin et
al. (1998) demonstrou que anticorpos
purificados da gema contra a mesma
bactéria sdo capazes de bloquear a ligagcédo
da E. coli aos receptores de mucosa,
reduzindo sua fixagdo e, portanto, sua
colonizagdo no trato gastrointestinal.
Marquard et al. (1999) trataram a diarréia de
leitbes de 3 dias com gema em pdé de ovos
de galinhas imunizadas contra E. coli
enterotoxigénica. Estes leitdes foram
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curados em 24 horas, enquanto que no
grupo que ndo recebeu a gema em pod
62,5% morreram de diarréia severa. Com
isso, aumenta a perspectiva do uso da IgY
em substituicdo a antibiéticos, ja que seria
preservada a microbiota intestinal normal do
animal, além de extinguir com o risco da
resisténcia  bacteriana a  antibidticos.
Similarmente imunoglobulinas de gema de
ovo de galinhas imunizadas podem ser
usadas na fortificagdo de alimentos para
criangas, como sugerido por Akita e Nakai
(1992).

Anticorpos de ovos de galinha também
foram utilizados como ferramenta na terapia
contra a fibrose cistica. Carlander et al.
(1999) produziram IgY contra Pseudomonas
aeruginosa, a principal causa da alta
mortalidade em pacientes com esta doenca.
Seu experimento mostrou que gargarejos
com preparagdes de IgY contra esta
bactéria, uma vez ao dia, preveniu sua
colonizagdo nos pulmdes desses pacientes,
reduzindo a incidéncia de infecgdes
secundarias a doenga.

Outra aplicagao interessante da IgY foi
observada pela imunizagdo passiva contra
placa bacteriana dental (Hatta et al., 1997).
Gomas de mascar, balas e chocolates
contendo IgY contra Streptococcus mutans
ja tém sido comercializados contra carie
dental no Japao (Juneja, 1999).

3.2.6. Métodos de purificagao da IgY

A gema do ovo de galinhas pode ser
dividida em duas fragdes: os granulos,
representando a fragdo ndo soluvel e o
plasma, onde estes granulos estédo
suspensos (Fig. 3). Os granulos sao ricos
em lipideos, tendo como componentes
principais as a e B lipovitelinas, a fosfovitina
e lipoproteinas de baixa densidade. Ja o
plasma, a porcado hidrofilica da gema, é
composto de a, § e y livetinas e proteinas de
baixa densidade (Davis e Reeves, 2002). E
no plasma da gema que se encontram as

IgY, representando o grupo das y livetinas.

[ Gema

)

[ Granulos

JLo=

a lipovitelinas

a livetina
(ovoalbumina)

B lipovitelinas

B livetina
L (a2 glicoproteina) )

Fosfovitina

y livetina
L (imunoglobulina Y) )

Lipoproteinas de
baixa densidade

( , R )\
Proteinas de baixa

densidade
J N\ J

Figura 3. Composigao lipoprotéica da gema (ilustragéo baseada em Davis e Reeves, 2002)
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Os métodos de purificagdo de IgY descritos
na literatura sdo compostos de duas etapas.
A primeira, denominada delipidagao,
consiste em separar as livetinas de todas as
lipoproteinas dos granulos, sendo que a
maior desvantagem em se trabalhar com
imunoglobulinas originarias de gema de ovo
estd na extracdo dos lipides encontrados
nela. Um segundo passo consiste em
promover a purificagdo deste extrato
aquoso, na tentativa de se isolar a
imunoglobulina.

Em 1980, Polson et al., utilizaram polietileno
glicol na extracdo de lipides e IgY da gema
de ovo. Em 1981, Jensenius et al.
demonstraram a delipidacdo da gema pelo
polissacarideo aniénico dextran sulfato, ja
que o método instituido por Polson parecia
ser muito laborioso. Entretanto, o alto prego
desse reagente desestimulou sua utilizagao
em purificagbes de IgY. Estimulados pelas
vantagens econdmicas, Akita e Nakai (1992)
estudaram um método de diluicdo em agua
para extrair os lipides da gema. Como um
baixo potencial hidrogeniénico era
indispensavel para agregacao de lipideos,
eles associaram a diluicdo em agua com o
pH acido. Horikoshi et al. (1993)
adicionaram mais uma etapa ao processo,
através de um ciclo de congelamento e
descongelamento no intuito de aumentar a
coagulacdo dos granulos de lipoproteinas.
Em trabalhos mais recentes Chang et al.
(2000) compararam alguns polissacarideos
anibnicos em varias concentragoes e pH
como delipidantes da gema e Bizanov e
Normantiene (2006) fizeram uma
associagdo de polietileno glicol e cloroférmio
para o mesmo fim.

Todos estes métodos possuem vantagens e
desvantagens, diferindo em seus resultados
com relacdo a pureza e quantidade de IgY
extraida. Métodos que fazem wuso de
solventes organicos devem ser evitados ja
que alternativas melhores estao disponiveis.
O uso de cloroférmio, por exemplo, é
desaconselhavel, ja que este € um agente
desnaturante, além de n&o ser possivel a
utilizagdo dos granulos resultantes da
delipidagdo como produto alimenticio. A
delipidacdo da gema pelo método do
polietileno glicol, por ser muito laboriosa e

produzir baixas quantidade de IgY, também
deve ser substituida por um método mais
eficiente. Segundo Meulenaer e
Huyghebaert (2001), a técnica da diluicao
em agua, incluindo a corre¢éo do pH e/ou o
ciclo de congelamento parece ser a melhor
escolha ja que o minimo de substancias
quimicas sao usadas, reduzindo o custo e o
numero de etapas do processo. Além disso,
quando se utiliza esta técnica se elimina
muitas etapas de centrifugacao,
aumentando a facilidade de uso em escala
industrial e permitindo a reutilizacdo do
restante da gema como produto comestivel
ou para fracionamento de outros
componentes biologicamente ativos (Akita e
Nakai, 1993).

Um método de purificagao eficiente, deve
separar as IgY de outras proteinas contidas
na fragdo soluvel da gema, o que é feito
apés a extragdo dos lipides. Uma
consideragao importante a ser feita € que na
gema encontramos imunoglobulinas do tipo
Y, sendo que as outras duas
imunoglobulinas encontradas em galinhas,
IgA e IgM, estédo presentes na clara do ovo
(Rose et al.,, 1974). A IgY é transportada
ativamente através do epitélio folicular do
ovario para a gema por um processo
mediado por receptores (Morrison et al.;
2001), estando isolada das demais classes
de anticorpos presentes no ovo e sendo a
Unica classe de imunoglobulinas presente
na gema.

Ha trés tipos de purificagbes pos-
delipidacdo descritas: precipitagdo com sal,
cromatografia e filtragdo. Para um maior
grau de pureza da IgY isolada, varios
desses procedimentos podem ser
associados.

Na purificagdo realizada através da
precipitacéo, dois sais sdo mais
amplamente usados, o sulfato de sodio e o
sulfato de ambnio. Nao ha diferencas
significativas entre estes sais quanto a
pureza e quantidade de IgY isoladas
segundo Deignan (2000), mas o sulfato de
amonio é preferivel ja que nao é necessario
um monitoramento rigoroso da temperatura
como quando se utiliza o sulfato de sédio.
Entretanto, Akita e Nakai (1993) utilizaram
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polietileno glicol para precipitacdo da IgY,
pela vantagem de se trabalhar em
temperatura ambiente sem nenhum risco de
desnaturagao do anticorpo. Ja McLaren et
al. (1994) associaram a precipitagdo com
acido caprilico com a precipitagdo com
sulfato de amoénio para aumentar a pureza
da IgY recuperada. A precipitagdo com sal
para purificagdo de IgY deve ser repetida
uma a duas vezes por elevar drasticamente
a pureza da IgY recuperada.

Segundo Meulenaer e Huyghebaert (2001) a
cromatografia de afinidade é o melhor tipo
de cromatografia a ser utlizada para
purificagdo de IgY. Contudo, a eluicdo
empregada pode ter efeito deletério sobre a
atividade do anticorpo (Carrol et al., 1992).
Além disso, seu alto custo inviabiliza sua
utilizacdo em larga escala. Segundo
Svendsen (1995), a cromatografia em
coluna é mais cara e trabalhosa que o
método de precipitagdo com sal e a matriz
de gel tem ainda uma limitada durabilidade.

Outra possibilidade de purificagdo é a
filtragdo tradicional ou a ultrafiliragdo (Kim e
Nakai, 1996), tendo grande potencial para
aplicagdes em escala industrial. Entretanto,
segundo Meulenaer e Huyghebaert (2001),
a precipitacdo é a metodologia mais barata
e facil para uso em laboratério.

4. MATERIAL E METODO
41 Venenos

Os venenos foram obtidos de serpentes
adultas do género Bothrops. Foi feito um
pool contendo 50% de veneno de Bothrops
jararaca, 12,5% de veneno de Bothrops
jararacussu, 12,5% de veneno de Bothrops
alternatus, 12,5% de veneno de Bothrops
moojeni, 12,5% de Bothrops neuwiedii
(Norma PRT 174 do Ministério da Saude, de
12/11/1996). A toxicidade desse pool de
venenos, expresso em termos de dose letal
média (DL-50) foi de 56,21ug/20g
camundongo. A DL-50 foi avaliada por
injecdo intraperitonial de diferentes doses de
veneno em 0,5ml de salina fisiolégica em
camundongos albinos da raga suica
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pesando entre 18 e 22 gramas. Oito animais
foram usados para cada dose testada e a
leitura do teste foi feita 24 horas apds as
inoculacdes. A DL-50 foi realizada segundo
a Organizagcdo Mundial de Saude
(PROGRESS in the...; 1981) e calculada
através de andlise de probito (Finney, 1971).
O pool de veneno foi liofilizado e estocado a
-20°C até o dia da imunizagdo. A inativagéo
do veneno foi realizada em banho Maria a
90°C por 5 minutos.

4.2 Animais

Vinte e sete galinhas adultas mestigas
(Gallus domesticus) da variedade Single
Comb White Leghorn, sadias, de 25 a 30
semanas de idade, alocadas em instalacbes
padrdo com trés animais por gaiola, na
Fazenda Experimental Hélio Barbosa
(municipio de Igarapé) foram utilizadas.

Agua e comida foram fornecidas a vontade.

Camundongos albinos da raga suiga,
pesando entre 18 e 22 gramas, fornecidos
pelo biotério da Fundagido Ezequiel Dias,
foram utilizados nos ensaios de titulagdo e
neutralizagao do veneno (DL-50 e DE-50).

4.3 Imunizagoes

Os animais foram separados em trés grupos
contendo nove animais cada (incluindo um
animal controle por grupo. Um esquema de
imunizagao diferente foi utilizado em cada

grupo.

As inoculagdes  foram feitas via
intramuscular, em quatro diferentes pontos
do musculo peitoral da galinha, em um
volume total de 500uL. Para cada
imunizacdo foram utilizados 250uL de
adjuvante mais 250uL de PBS, pH 7.4.
Foram empregados 500uL de PBS, pH 7,4,
nas imunizagcbes com auséncia de
adjuvante.

Foram realizados trés ciclos de imunizagdes
como mostrados na figura 4. O esquema
utilizado no 1° ciclo esta descrito na tabela 2
e o utilizado para os 2° e 3° ciclos estao
descritos na tabela 3.



Tabela 2. Esquema do primeiro ciclo de imunizagao.

Dia Grupo Concentragéo de Adjuvante
veneno/ 500uL
Zero 1 30ug ACF*
2 30ug AIF**
3 300pug*** AlF
14 1 30ug AlF
2 30ug AlF
3 300pg*** AIF
21 1 10ug Sem adjuvante
2 10pg Sem adjuvante
3 300pug*** AlF
23 e 25 1 10pg Sem adjuvante
2 10pg Sem adjuvante

*Adjuvante Completo de Freund (Pierce Biotechnology- RockFord, IL, USA)

**Adjuvante Incompleto de Freund (Pierce Biotechnology- RockFord, IL, USA)

***\Veneno Botrépico Inativado

Imunizagdes
@ 12cico

© 22cico
@ 32cicdo

o OO OO *e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Semanas
Figura 4. Ciclos de imunizagbes
Tabela 3. Esquema do segundo e terceiro ciclos de imunizagdes.
Dia Grupo  Concentragio de veneno/ 500uL Adjuvante
Zero 1e2 30ug AlIF
3 300ug* AlF
7 1e2 0 -
3 300ug* AlF
9e 11 1e2 0pg e

*Veneno Botrépico Inativado
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Os ovos foram coletados diariamente e
estocados individualmente a 4°C até seu
processamento.

4.4 Processamento dos ovos

Os ovos foram pesados e quebrados. A
gema foi separada através de lavagem com
agua ultrapura até que toda a clara fosse
eliminada. Gema e a casca foram pesadas e
0 peso da clara foi dado por subtragdo. A
membrana da gema foi retirada e
descartada. Dois gramas de cada gema
foram coletados individualmente e o
restante da amostra foi alocado em frascos
contendo o pool de gemas coletados em um
mesmo dia. Azida sodica a 0,01% foi
adicionada e as amostras foram estocadas
a 4°C.

4.5 Delipidagdao da gema

A extragéo de lipideos da gema foi realizada
através da sua diluicdo em agua ultrapura,
seguida de alteracdo de pH e temperatura.
A amostra foi entdo centrifugada a 800g por
40 minutos. As lipovitelinas precipitadas
foram separadas do sobrenadante,
denominado extrato aquoso, por filtragao
(filtro 0,45um, Gelman Laboratories- Ann
Arbor, MI, USA).

O efeito da temperatura, pH e diluicao da
gema sobre a delipidagdo foi avaliado
segundo a tabela 4. Foram utilizadas
aliquotas (3 gramas cada) de uma mesma
amostra (pool de gemas coletadas 10 dias
apos a ultima inoculagdo do primeiro ciclo
do grupo G1), durante esta avaliagao.

Tabela 4. Alteragbes de temperatura, pH e diluigdo avaliadas durante a extragao de lipides da

gema.

Item avaliado

Alteragbes

Ciclo congelamento (-20°C)/descongelamento (4°C)

Temperatura

pH

Diluigdo da gema em agua

4°C
Temperatura ambiente
37°C

4,5
5,0
55
6,0
Sem alteragao de pH*

1:5
1:7,5
1:10
1:15

*O pH 6,49 foi encontrado na amostra onde o pH nao foi alterado.

A escolha do melhor método foi feita
avaliando a porcentagem de extrato etéreo,
turbidez (medida por absorbancia em
610nm de comprimento de onda, segundo
Devi et al., 2002) e atividade especifica da
IgY in vitro através de um ELISA. A analise
de extrato etéreo foi realizada pelo
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Laboratério de Nutricdo Animal da Escola de
Veterinaria da UFMG.

4.6 Purificagado da IgY
Quatro métodos de purificagdo de IgY a

partir do extrato aquoso foram avaliados
segundo produgdo, pureza e atividade in



vitro (ELISA). Anticorpos contra o veneno
foram purificados através da precipitagao
com varias concentragcbes de sulfato de
amonio, polietileno glicol e/ou &acido
caprilico.

Método 1- Precipitagdo com sulfato de
amoénio  (baseado em Bizanov e
Jonauskiene, 2003):

O pH do extrato aquoso foi ajustado para
7,4, que foi entdao colocado sob agitagdo a
7°C. Sulfato de amonio (Vetec Quimica
Fina- Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi
adicionado lentamente, ate as
concentragbes finais de 15, 20, 25, 30 e
35% (p/v). Apbs a precipitacdo, as amostras
permaneceram sob agitacao por 30 minutos.
O material foi entdo centrifugado a 2000g
por 20 minutos. O precipitado foi coletado e
ressuspendido em PBS pH 7,4 (1/10 do
volume inicial). Uma segunda precipitagdo
foi realizada. As amostras foram dialisadas
contra PBS, aliquotadas e estocadas a 4°C.

Método 2- Precipitagdo com polietileno glicol
(baseado em Polson et al., 1985):

O pH do extrato aquoso foi ajustado para
7,0 com hidréoxido de sddio. Polietileno glicol
6000 (Vetec), até as concentracgdes finais de
8, 10, 12, 14 e 16% (p/v), foi adicionado
lentamente e sob agitagdo, as amostras.
Apdés a precipitagcdo, as amostras
permaneceram sob agitagdo por mais uma
hora. O material foi entdo centrifugado a
10000g por 30 minutos. O precipitado foi
coletado e ressuspendido em PBS pH 7,4
(1/10 do volume inicial). As amostras foram
aliquotadas e estocadas a 4°C.

Método 3- Precipitagdo com acido caprilico
(baseado em McLaren et al., 1994):

O pH do extrato aquoso foi ajustado para
4,6 com acido acético. As amostras foram
precipitadas com acido caprilico (Vetec) até
as concentragdes finais de 5, 6, 7 e 8%
(v/v), permanecendo sob agitagdo por mais
duas horas. As amostras foram
centrifugadas a 4000g por 30 minutos. O
sobrenadante foi coletado e estocado a 4°C.

Método 4- Precipitagdo com acido caprilico
e sulfato de aménio (baseado em Mckinney
e Parkinson, 1987):

O pH do extrato aquoso foi ajustado para
46 com acido acético. A amostra foi
colocada sob agitacao e precipitada com 4%
de &cido caprilico (v/v), permanecendo sob
agitagido por mais duas horas. O material foi
centrifugado a 4000g por 30 minutos e o
sobrenadante foi coletado. O pH do
sobrenadante foi ajustado para 7,5 com
tampéo Tris-HCI 1M. Foi realizada a
precipitagdo com sulfato de amdnio a 4°C
sob agitagdo, até a concentragdo final de
1,75M (p/v). O material continuou sob
agitagdo por mais uma hora. A
centrifugacdo foi realizada a 2000g por 20
minutos. O precipitado foi coletado e
ressuspendido com PBS pH 7,4 (1/10 do
volume inicial). A amostra foi dialisada
contra PBS, aliquotada e estocada a 4°C.

4.7 Testes empregados

Os métodos utilizados na avaliagdo do
melhor método de purificagdo de IgY foram:
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA),
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-
PAGE) e Imunodifusdo Dupla.

471 ELISA

A atividade especifica das imunoglobulinas
antiveneno botrépico da gema de ovo foi
mensurada através do teste de ELISA,
segundo Velarde (dados nao publicados) e
descrito a seguir. Veneno botrépico (0,5
pg/ml) em Tampdo Tris 50mM pH 8,0
(Sigma Immunochemicals- Saint Louis, MO,
USA) foi adsorvido em microplacas de
ELISA  (Nunc-lmmuno Plate Maxisorp
Surface- NUNC Brand Products- Rochester,
NY, USA), incubado a 4°C por 12 horas. Em
todas as etapas do teste, um volume de
100uL foi usado em cada pogo da placa.
Depois que as placas foram lavadas quatro
vezes com uma solugao 0,15M de cloreto de
sodio, contendo 0,05% de Tween 20, foi
adicionada uma solugdo de leite em po
desnatado a 3% em TBS pH 8,0 como
solugdo bloqueio e as placas foram
incubadas por uma hora a 37°C. As placas
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foram lavadas novamente como descrito
acima e entdo amostras de gema delipidada
nas diluigdes 1:25, 1:50 e 1:100 em TBS pH
8,0 foram adicionadas em duplicata.
Controles positivos e negativos apropriados
foram feitos em paralelo. As placas foram
incubadas a 37°C por uma hora e
novamente lavadas. 1gG anti-galinha
conjugado com fostase alcalina (Sigma),
diluido 1:5000 em TBS, foi adicionado em
cada well e as placas foram incubadas a
37°C por mais uma hora. Apds nova
lavagem, foi adicionada a solugdo de
substrato [1,0 mg de p-nitrophenyl
phosphato disodium/ml (Sigma) em 0,1M de
tampao dietanolamida pH 9,8]. As placas
foram entdo incubadas a temperatura
ambiente por 30 minutos e a absorbancia foi
lida a 405nm em leitor de ELISA (Multiskan
EIA  Through-the-plate  Reader, Flow
Laboratories- McLean, VA, USA). Foi
denominada leitura relativa, o valor da
leitura a 405nm multiplicada pelo volume e
pela diluicdo da amostra lida.

4.7.2 Imunodifusao dupla em gel de
agar

A imunodifusdo dupla foi realizada segundo
descrito por Ouchterlony (1949) na tentativa
de se observar uma linha de precipitagao,
para que sO a partir dai fosse iniciada a
padronizagao da imunodifusao radial. Foram
utilizados géis de:

e agar noble (Difco Laboratories- Detroit,
MI, USA) em tampdo borato nas
concentracdoes 0,5%, 1% e 1,5%, sendo o
veneno e o antiveneno adicionados puros
ou diluidos em PBS 1X.

e agarose (Difco) em PBS nas
concentracdes 0,45%, 0,9% e 1,5%, sendo
0 veneno e o antiveneno adicionados puros
ou diluidos em PBS 1X.

e agarose em salina, na concentragédo
1%, sendo o veneno e o antiveneno
adicionados puros ou diluidos em PBS 1X.

e agarose em salina, na concentracdo
1%, acrescidos de 5% de polietileno glicol
6000 (Vetec), sendo o veneno e o
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antiveneno adicionados puros ou diluidos
em PBS 1X.

e agarose em salina 1,5M, na
concentracdo 1%, sendo o veneno e o
antiveneno adicionados puros ou diluidos
em PBS 1X.

e agarose em  salina 1,5M, na
concentragao 0,6%, 0,8% e 1%, acrescidos
de 5% de polietileno glicol 6000, sendo o
veneno e o antiveneno adicionados puros
ou diluidos em PBS 1X.

e agarose em salina 1,5M, na
concentragao 0,6%, 0,8% e 1%, acrescidos
de 5% de polietileno glicol 6000. O veneno
acrescido de 1% e 2% de polietileno glicol
1000 (Vetec) foi adicionado a placa diluido
em PBS 1X e o antiveneno foi adicionado
puro ou diluido em PBS 1X.

Soro antibotrépico equino foi utilizado como
controle positivo em todos os géis. Veneno
e antiveneno botrépico foram diluidos de 1:2
a 1:2048 (diluicdo na base 2) em PBS 1X.
As placas foram incubadas a temperatura
ambiente em c@mara Umida e as leituras
realizadas a 48, 72, 96 e 120 horas apos a
realizagcéo dos testes.

4.7.3 Eletroforese

Para a SDS-PAGE, a gema apods
delipidacdo e a IgY purificada foram
analisadas em gel de poliacrilamida na
concentracdo 7,5% sob condigbes néao
redutoras, usando um Protean Il (Bio-Rad
Laboratories- Hercules, CA, USA) como
descrito por Laemmli (1970). Todas as
amostras  (20uL) foram usadas na
concentracdo de 1mg/ml. Os géis foram
corados pelo método de coloragao
convencional por Azul de Comassie
(Neuhoff et al., 1988).

4.7.4 Poténcia do antiveneno

Para realizagdo do teste de poténcia do
antiveneno botrépico, 500ml de gema (33
gemas em média) foram submetidos aos
melhores protocolos de delipidagdo e
purificagdo avaliados.



A neutralizagao in vivo da toxidade letal do
veneno foi calculada misturando 2 DL-50 do
veneno botropico com diferentes
quantidades do extrato de gema antiveneno,
segundo Carrol et al., 1991 e Almeida et al.,
1998. A mistura foi incubada por 30 minutos
a 37°C e logo depois inoculada
intraperitonialmente em camundongos (0,5
ml por camundongo). No grupo controle foi
injetado somente o veneno botropico (2 DL-
50). A eficacia (a dose média efetiva, DE-
50) e a poténcia (a quantidade de veneno
neutralizada por 1,0 ml de antiveneno),
foram determinadas de acordo com a
Organizacgéo Mundial de Saude
(PROGRESS in the..., 1981) e calculadas
por analise de probitos (Finney, 1971).

4.8 Dosagem de Proteinas

Para determinagdo da concentragdo de
proteinas foi utilizado o método do reagente
de Folin, descrito por Lowry (1951),
utilizando uma curva padrédo desenvolvida
com soro albumina bovina (Sigma) nas
concentragdes 0,1 a 1 mg/ml.

4.9 Analise Estatistica

Os titulos de anticorpos especificos contra o
veneno botrépico foram comparados
utilizando o teste t de Student (Sampaio,
1998). Todos os valores foram expressos
como média + desvio padrao e foram
considerados estatisticamente significantes
quando p<0.05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Estudo comparativo da resposta
imune em galinhas frente a diferentes
esquemas de imunizagoes

A resposta imune de galinhas frente aos trés
diferentes esquemas de imunizagdo foi
avaliada durante 11 semanas, através de
um teste de ELISA, sendo os resultados
mostrados na figura 5. Nos animais do
Grupo 1, nos quais foram administrados
veneno botrépico com Adjuvante Completo
de Freund, a resposta alcangou um alto

titulo mais rapidamente que nos animais dos
Grupos 2 e 3, com aparecimento de
atividade especifica da IgY duas semanas
apos a primeira inoculagédo. Os Grupos 2 e 3
permanecem com titulos baixos por até 8
semanas, com elevagdo da produgao
somente a partir da 92 semana, em resposta
ao inicio das imunizagdes do segundo ciclo
(oitava e nona semana do esquema de
imunizagao). O pico de produgédo do Grupo
1 foi em torno de cinco semanas apds a
primeira inoculagdo, alcangando um platd
apos este periodo. Almeida et al. (1998)
relatou em seu experimento, onde também
trabalhou com aves imunizadas com veneno
botrépico, a estabilidade dos altos titulos de
anticorpos a partir de 35 a 45 dias apéds a
primeira inoculagdo das aves, confirmando
esses achados. Os titulos de anticorpos
especificos do Grupo 1 permaneceram mais
altos que os titulos dos Grupos 2 e 3 por
todo o periodo observado.

Comparando as respostas imunes das aves
dos Grupos 2 e 3, embora Adjuvante de
Freund Incompleto tenha sido administrado
igualmente nos dois grupos, o Grupo 3 que
recebeu o0 veneno apds inativagao foi
superior ao Grupo 2 que recebeu o veneno
integro e ativo. Esta diferenca na resposta
imunoldgica esta provavelmente relacionada
a quantidade de antigeno inoculado em
cada grupo. O Grupo 3 recebeu uma
quantidade de veneno dez vezes mais alta
que o Grupo 2.

O esquema de imunizagdo envolvendo
antigeno inativado (Grupo 3) foi utilizado
com o objetivo de evitar possiveis efeitos e
lesdes causados pelo veneno botrépico nos
animais empregados na producdo do
antiveneno. Contudo, a utilizagdo de veneno
botrépico inativado ndo parece ser uma boa
alternativa em esquemas de imunizagao por
estimular uma baixa resposta imunolégica e
empregar uma grande quantidade de
antigeno. Além disso, sua utilizagdo parece
ndo ser justificada, ja que em todas as
necropsias realizadas em aves imunizadas
com o veneno ativo, ndo foi observado
nenhum tipo de lesdo nesses animais.
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Figura 5. Comparacdo da resposta imune de galinhas frente a diferentes esquemas de
imunizacdo. (Grupo 1: imunizagcdo utilizando adjuvante completo de Freund. Grupo 2:
imunizacdo utilizando adjuvante incompleto de Freund. Grupo 3: imunizagdo com veneno
botrépico inativado e adjuvante incompleto de Freund. A linha tracejada indica a semana onde

iniciou-se o segundo ciclo de imunizagdes.)

O esquema de imunizagdo adotado no
Grupo 1 utilizando Adjuvante Completo de
Freund nao so foi capaz de estimular uma
resposta imune mais rapida e mais alta nos
animais avaliados, como também néo
induziu lesdes nos locais de imunizagoes.
Isto porque o Adjuvante Completo de
Freund é fisicamente bem tolerado em
galinhas, as quais n&o apresentam reacgdes
inflamatérias caracteristicas do seu uso em
mamiferos (Gassmann et al.,, 1990). O
esquema utilizando este adjuvante foi,
entdo, considerado o melhor esquema de
imunizagao avaliado.

5.2 Estudo comparativo de diferentes
métodos de delipidagdao da gema

No estudo da eficiéncia da extragdo de
lipideos da gema de ovos foi analisada a
influéncia de diferentes temperaturas, pH e
diluicdes sobre o extrato aquoso final.

Avaliando o efeito da temperatura (Tab. 5),
pode-se observar que a redugdo da
porcentagem de lipideos ocorreu
satisfatoriamente nas quatro temperaturas
analisadas (segundo a porcentagem de

extrato etéreo calculada apdés o processo de
delipidagao), reduzindo de 26% na gema
antes do processo de delipidacdo para
0,75% em média nas amostras delipidadas.

A delipidacdo também foi avaliada segundo
o0 aspecto e turbidez das amostras. Foi
considerado que amostras leitosas e turvas
apés o processo de delipidagdo ainda
fossem ricas em lipideos (Goldring e
Coetzer, 2003). A turbidez foi avaliada pela
leitura espectrofotométrica a 610nm (Devi et
al., 2002). De acordo com a porcentagem de
extrato etéreo, o aspecto e a turbidez,
evidenciou-se que a amostra submetida ao
ciclo de congelamento e descongelamento
foi a amostra que apresentou menor
concentracao de lipideos e apds o processo
de delipidagdo mostrou-se transparente
(Fig. 6). Mesmo havendo uma perda na
atividade in vitro, demonstrada através do
teste de ELISA, o ciclo de congelamento e
descongelamento foi escolhido como parte
do processo de delipidagdo, ja que na
pratica, houve uma maior coagulagdo dos
granulos de lipoproteinas, facilitando
enormemente o processo de separagao
durante a centrifugagdo e filtragdo da
amostra.
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Tabela 5- Influéncia de diferentes temperaturas no processo de extragéo de lipides da gema de
ovos de galinhas imunizadas com veneno botrépico

Temperatura* % Extrato etéreo  Turbidez  Velocidade ELISA
Congelamento/ descongelamento 0,61 0.000 Rapida 0.199b
4°C 0,67 0.011 Rapida 0.232 ab
Temperatura ambiente 0,88 0.036 Rapida 0.251 ab
37°C 0,90 0.041 Rapida 0.271 a

*Utilizando pH 5,0 e diluigdo 1:10

Figura 6. Aspecto das amostras submetidas a diferentes temperaturas durante o processo de
delipidagcdo. Amostras submetidas (1) ao ciclo de congelamento/descongelamento; (2) a 4°C;

(3) a temperatura ambiente; (4) a 37°C.

Avaliando-se o efeito do pH sobre o
processo de delipidacdo (Tab. 6) verificou-
se que em pH < 5,0 e 26,0, ndo houve uma
extracdo satisfatéria dos lipideos da
amostra, conforme demonstrado pela
porcentagem de extrato etéreo encontrado
apos o processo delipidativo. Como nestas
amostras ainda havia uma grande
quantidade de lipidios, o volume final apds a
delipidagdao ainda continuou alto. Nestas
amostras, a separacdo dos granulos de
lipoproteinas nao ocorreu, dificultando a

filtracdo e aumentando significativamente o
tempo de duragao deste processo.

De acordo com a porcentagem de extrato
etéreo, aspecto (Fig. 7) e turbidez, as
amostras submetidas aos pH 50 e 55
foram as que apresentaram melhores
resultados apdés o processo delipidativo,
concordando com as observacdes de Akita
e Nakai (1992) que afirmaram que haveria
uma maxima recuperacdo da IgY entre os
pH 5,0 e 5,2. Entado, o pH 5,0 foi escolhido
como padréo durante todo o experimento.
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Tabela 6. Influéncia de diferentes pH no processo de extragao de lipides da gema de ovos de

galinhas imunizadas com veneno botrdpico.

. % Extrato Aspecto . Velocidade
PH etéreo (verpFig.7) Turbidez de filtragdo™* ELISA
4.5 4,56 Muito turvo 2.024 Muito lenta 0.297a
5,0 0,67 Limpido 0.012 Rapida 0.247a
55 0,78 Limpido 0.015 Rapida 0.270a
6,0 1,45 Limpido amarelado 0.050 Lenta 0.249a
Resultante (6,49) 1,67 Turvo amarelado 0.059 Lenta 0.262a

*Utilizando temperatura 4°C e diluigdo 1:10

** Foi considerada rapida, a filtragdo de 6,6ml/minuto, filtragdo lenta: 4,2ml/minuto e filtragdo muito lenta:

1,9ml/minuto.

Figura 7. Aspecto das amostras submetidas a diferentes pH durante a delipidacéo: (1) pH 4,5;
(2) pH 5,0; (3) pH 5,5 e (4) pH 6,0. A amostra (5) ndo foi submetida a alteragdo do pH,

permanecendo com pH 6,49.

Ja na avaliagao do efeito da diluicdo sobre o
processo de extracdo dos lipideos,
observou-se que quanto maior a diluigao
maior atividade in vitro demonstrada através
do ELISA (a leitura encontrada foi
multiplicada pela diluigdo), mantendo
valores semelhantes a partir da diluigao 1:10
(Tab. 7). Com a baixa diluigdo da gema,
uma porcentagem mais alta de lipideos foi
encontrada no extrato aquoso, interferindo

negativamente na atividade especifica da
IgY. Segundo a porcentagem de extrato
etéreo, aspecto e turbidez, as amostras
diluidas 1:10 e 1:15 foram as que
apresentaram menor quantidade de lipideos
residuais apds o processo delipidativo. Para
facilitar os calculos durante o processo, a
diluicdo 1:10 foi escolhida como padrao
durante todo o experimento.
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O processo de extragao de lipideos da
gema ficou assim padronizado: apés a
completa excisdo da clara, a gema foi
diluida 1:10 em &gua ultrapura e logo em
seguida o pH da amostra foi alterado para
5,0. A amostra foi entdo congelada por 12
horas e o descongelamento foi realizado a
4°C. Apos o descongelamento, a amostra foi
centrifugada a 800g por 40 minutos a 4°C e
fitrada em filtro 0,45um para completa
separagao dos granulos. A amostra
delipidada apresentou-se transparente, sem

nenhuma turvagdao, como demonstrado na
figura 7, amostra 2.

Apods a extracao de lipides verificou-se uma
recuperacao de 80 a 90% do volume inicial
da gema diluida 1:10 em agua, quando
submetida a pH 50 e ao ciclo de
congelamento (perda em volume em torno
de 15% durante a delipidagdo). Akita e
Nakai (1993)  encontraram valores
semelhantes, afirmando que 10% do volume
era perdido sob a forma de um sedimento
compacto.

Tabela 7. Influéncia de diferentes diluicdes no processo de extragdo de lipides da gema de
ovos de galinhas imunizadas com veneno botrépico

Velocidade de

Diluicao* % Extrato Etéreo Aspecto Turbidez Fi .k ELISA
iltragcao

1:5 2,09 Turvo amarelado 0.134 Lenta 0.131c

17,5 1,04 Turvo 0.083 Rapida 0.203b

1:10 0,67 Limpido 0.011 Rapida 0.247a

1:15 0,44 Limpido 0.000 Rapida 0.253a

*Utilizando pH 5,0 e temperatura 4°C

** Foi considerada rapida, a filtragdo de 6,6ml/minuto, filtragdo lenta: 4,2ml/minuto e filtragdo muito lenta:

1,9ml/minuto.

Um ELISA foi realizado para estimar a perda
de imunoglobulina durante a delipidagéo
(Tab. 8). A gema antes de ser processada
apresentou uma leitura relativa de 13225
(leitura a 405nm X volume X diluigdo). O
material apds delipidagao apresentou uma
leitura relativa de 10049 e uma
concentracao protéica de 1,46mg/ml. Ja o
precipitado descartado apresentou uma
leitura relativa de 692, mas com uma alta
concentragcao de proteina: 6,864mg/ml. De
acordo com o teste de ELISA, em torno de

7% de IgY antibotropica foi perdida durante
a delipidacédo da gema. Akita e Nakai (1992)
dosaram esta perda através de
imunodifusdo radial, encontrando valores
semelhantes (4 a 8%). Com isso,
demonstrou-se que a delipidagdo foi
responsavel por eliminar em torno de 40%
das proteinas da gema, principalmente
aquelas ligadas a lipidios, sem, contudo
eliminar uma quantidade significativa das
imunoglobulinas de interesse.

Tabela 8. Estimativa da perda de IgY especifico antibotrépico durante a delipidagao.

Atividade Especifica

Leitura relativa ,
Proteina

Volume (Leitura 405nm) (Leitura a 4(_)5nn~1 X total
volume X diluigdo)
Gema 500ml 0.529 13225 1040,0mg
Material delipidado 435ml 0.462 10049 635,1mg
Precipitado descartado 65ml 0.213 692 448,5mg
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5.3 Padronizacao de um teste de
Imunodifusdo Radial para quantificagao
de IgY especifica antibotropica:

Embora a IgY possua dois sitios de ligacao
ao antigeno, ela raramente é capaz de
precipitar e aglutinar antigenos
multivalentes. A inabilidade da IgY em
produzir complexos imunes precipitantes
visiveis em imunodifusdo em gel foi
documentada por Ntakarutimana et al.
(1992). Segundo Warr et al. (1995), elas s6
apresentam alguma propriedade
precipitante sob condigbes de alta
concentracdo de sal (dez vezes a
concentracéo fisioldgica ou 1,5M). O uso de
5% polietileno glicol 6000 incorporado no
tampéo do gel, também poderia favorecer a
precipitacdo desta molécula, segundo
Ntakarutimana et al. (1992) e Jensenius et
al. (1981).

Entretanto, em nenhum dos géis testados
neste estudo, sendo eles puros, com altas
concentragbes de sal ou adicionados de
polietileno glicol, foram observadas linhas
de precipitagdo envolvendo o veneno
botrépico e a IgY antibotrépica, embora a
ligacdo destes fosse comprovada em teste
de ELISA.

A possivel causa desta ndo precipitagdo
estaria na conformagdo da molécula, onde
as duas fragbes Fab estariam mais
alinhadas, nao permitindo a ligagdo de dois
epitopos em dois grandes antigenos. Isto
porque a IgY ndo possui uma regido hinge
desenvolvida, ndo apresentado flexibilidade
0 bastante para que seus dois sitios
antigénicos fossem ocupados com o veneno
botrépico ao mesmo tempo, para formagao
da linha de precipitagéo (Fig. 8).

Anticorpos Normais (IgG)
-Flexiveis-

V=¥

Anticorpo “Incompleto” (IgY)
-Nao flexivel-

Figura 8. Conformacao rigida da IgY
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Em trabalhos onde a Imunodifusdo Radial
envolve moléculas de IgY formando linha de
precipitacdo (Akita e Nakai,1992; Verdoliva
et al., 2000; Bizanov e Vyshniauskis, 2000;
Bizanov e Jonauskiené, 2003), sao
utilizadas imunoglobulinas anti-IgY de
galinha. Isto poderia fazer com que a IgY
passasse a se comportar como antigeno e
ndo mais como um anticorpo, podendo
justificar a ocorréncia da precipitagdo. Além
disso, os antigenos utilizados eram ou
antigenos purificados ou antigenos pouco
complexos, diferentemente do veneno

botropico, que ¢é composto de diversas
fragdes com moléculas de diferentes
tamanhos, dificultando a formagao de linha
de precipitagao no teste de imunodifusao.

54 Avaliacao da curva de produgao
de IgY antibotrépico

Ja na segunda semana apds a imunizagao
inicial das galinhas com veneno botrdpico,
anticorpos especificos estavam presentes
na gema de ovo dos animais do Grupo 1

(Fig. 9).
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Figura 9- Curva de produgdo de IgY antibotrépico do Grupo 1, envolvendo as 25 semanas
seguintes a primeira imunizagdo com antigeno, medida pelo teste de ELISA.

Os titulos aumentaram durante as cinco
semanas seguintes a imunizacdo e
alcangaram um platé em torno de 40 dias,
permanecendo estaveis e altos por mais de
25 semanas (periodo de observagéo do
Grupo). Isto  parece confirmar as
observacdes anteriores de Almeida et al.
(1998), Li et al. (1998) e Bizanov e
Jonauskiené (2003), onde também houve
um aumento nos titulos de anticorpos
durante cerca de cinco semanas,

permanecendo estaveis por muitos meses.
Os altos niveis de anticorpos foram
mantidos pelas reimunizagbes que foram
realizadas em intervalos de seis semanas.

Apods cada reimunizagao, houve um pico de
producdo de IgY, que ocorreu apdés um
periodo médio de duas semanas. Na
auséncia de reimunizagao, os niveis de IgY
continuaram elevados por mais de 11
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(periodo de observagdo do

5.5 Estudo comparativo de diferentes
métodos de purificagao de IgY:

Na avaliagdo dos métodos utilizados
durante a purificagdo da IgY, foram
comparadas (1) a quantidade de IgY
produzida, expressa em termos de proteina
total; (2) a pureza da IgY apés o método de
purificagéao, analisada através de

eletroforese em gel de poliacrilamida e (3) a
quantidade de IgY perdida durante o
método utilizado, pela analise da atividade
especifica  antibotrépica  (ELISA) das
amostras de sobrenadantes e precipitados
originados durante o processo.

A tabela 9 mostra que, com o uso de acido
caprilico, maior quantidade de proteinas
totais foi encontrada ao final do processo
em comparagao com o0s outros métodos
empregados (Tab. 10 e 11).

Tabela 9. Analises das amostras purificadas por precipitagcdo com acido caprilico.

Producgéo total (mg de

Perda de IgY no Precipitado (3ml)*

Concentragao de L - Porcentagem
P " prot. total no Atividade especifica
Acido Caprilico sobrenadante) (leitura 405nm) de pgrda de
atividade

5% 17,31 0.087a 1,88%
6% 16,50 0.090a 1,95%
7% 15,93 0.101a 2,19%
8% 14,01 0.114a 2,47%

*Extrato delipidado inicial: Volume: 30ml; proteinas totais: 1,46mg/ml; leitura 405nm: 0.462.

Com o aumento da concentragao de acido
caprilico, houve um aumento da
precipitacdo de proteinas, o que justifica a
crescente redugao na concentragao dessas
no sobrenadante final. Embora a quantidade
de proteinas encontrada ao final da
precipitagdo fosse alta, quando estas
amostras foram analisadas através de
eletroforese (Fig. 10), observou-se que a
maior parte dessas proteinas nao eram
imunoglobulinas, sendo compostas
principalmente de proteinas de baixo peso
molecular, demonstrando que o método do
acido caprilico ndo originava amostras puras
de IgY. Além disso, de acordo com o
resultado do ELISA, houve perda de IgY
antibotrépica em torno de 2% durante o
processo, mas sem apresentar diferenca
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estatisticamente significativa em qualquer
das concentragdes avaliadas. Sendo assim,
concluiu-se que sob as condigbes
empregadas, a precipitacdo com acido
caprilico nao foi um bom método de
purificagédo de IgY.

A utilizagdo de uma concentragdo menor
deste reagente poderia evitar a precipitagdo
das imunoglobulinas, aumentando a
concentracdo final de IgY obtida, mas sem
solucionar o problema relacionado a pureza
da amostra. Se combinada a outro método
de purificagdo, como a precipitagdo com
sulfato de aménio, a precipitagdo com acido
caprilico poderia, além de reduzir a perda de
IgY durante o processo, elevar a pureza da
amostra final.



PM EA

220-
160-+ .

120-
110-
90-
80-
70-
60-

Oty
20-
30- Fry
2.

— — — IgY

Figura 10. Gel de poliacrilamida mostrando a eletroforese do sobrenadante resultante da
precipitacdo com &cido caprilico. Precipitagao utilizando acido caprilico (1) 5%; (2) 6%; (3) 7% e
(4) 8%. A amostra apds extracdo de lipideos estd representada pelo extrato aquoso (EA).
Foram utilizados padrées de peso moleculares (PM) de 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50

(banda mais espessa), 40, 30, 25 e 20KDa.

Avaliando-se o0 método de purificagdo por
precipitacdo com polietilenoglicol (Tab. 10),
notou-se que somente houve perda de IgY
durante o processo quando se utilizou
polietilenoglicol a 8%. Com o aumento da
concentragcdo de polietilenoglicol para 10%
ou mais, houve completa precipitacdo da
IgY. Entretanto, segundo a figura 11, com o
aumento da precipitacdo da IgY, também
elevou-se a precipitagdo de outras
proteinas, tendo como produto final um
precipitado muito impuro, o que era
indesejado. Assim como no método do
acido caprilico, a presengca de proteinas

contaminantes foi responsavel pela elevada
concentracao de proteinas totais ao final do
processo. A utilizagdo de polietilenoglicol em
concentragées menores que 8% poderia ser
uma alternativa viavel para que houvesse
uma grande precipitagcao de IgY com menor
precipitagdo de proteinas contaminantes,
mas nao foi considerada ja que o método de
precipitagcdo com sulfato de aménio foi mais
promissor, resultando em amostras mais
puras de IgY (Fig. 12) além de néo
necessitar da remogado com etanol a -20°C
(Polson et al.,, 1985) como quando se
trabalha com polietilenoglicol.
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Tabela 10. Analises das amostras purificadas por precipitagdo com polietilenoglicol.

Grau de

Perda de IgY no Sobrenadante

Concentragéo de Producéo total Impureza* (ver (30mi)**

Polietilenoglicol (mg de p_rqt. total cletroforese- At’|\_/|dade. Porcentagem

6000 no precipitado) Fig.11) especifica (leitura de perda de
) 405nm)*** atividade

8% 11,03 ++ 0.020a 4,3%
10% 13,98 +++ 0.001b Insignificante
12% 14,25 +++ 0.003b Insignificante
14% 14,69 ++++ 0.005b Insignificante
16% 15,03 ++++ 0.002b Insignificante

*Quanto maior o numero de (+), maior o grau de impureza (definido pelo nimero e pela intensidade das
bandas de proteinas contaminantes). Amostras puras sao indicadas por (-).

**Extrato delipidado inicial: Volume: 30ml; proteinas totais: 1,46mg/ml; leitura 405nm: 0.462.

***IgY de animais ndo imunizados com veneno botrdpico apresentaram valores na leitura a 405nm até
0.011, portanto valores inferiores a este foram considerados insignificantes.

PM

225
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EA 1
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35-
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— e T e

2 3 4 5

D

— -
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Figura 11. Gel de poliacrilamida mostrando a eletroforese das amostras precipitadas com
polietilenoglicol. Precipitagcéo utilizando polietilenoglicol 6000 (1) 8%; (2) 10%; (3) 12%; (4) 14%
e (5) 16%. A amostra apds extracdo de lipidios esta representada pelo extrato aquoso (EA).
Foram utilizados padrdes de peso moleculares (PM) de 225, 150, 100, 75, 50 (banda mais

espessa), 35 e 25KDa.

Quando se utilizou sulfato de amoénio na
precipitagdo da IgY, observou-se que em
baixas concentragbes como 15%, houve
uma grande quantidade de IgY néo
precipitada (Tab. 11). Na concentragéo de
20%, o produto final estava relativamente
puro (Fig. 12), embora ainda houvesse 14%
de perda de IgY devido a nao precipitacao.
Com o aumento da concentragdo para 25%,

aumentou-se a precipitacdo de IgY, mas
também houve precipitagdo de proteinas
contaminantes. A concentracdo onde
haveria maior precipitagdo de IgY com
menor contaminagao de outras proteinas
estaria entre 20 e 25% de sulfato de
amoénio, com base na avaliagdo das bandas
protéicas da canaletas 2 e 3 da figura 12.
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Tabela 11. Andlises das amostras purificadas através da precipitagao com sulfato de amonio.

Perda de IgY no Sobrenadante (30ml)**

Producao total

C traca Graud
dgnscjl?artigsg (mg de prot. Im rilrjezz* Atividade especifica Zorcen;aggm
o totais do P . (|eitura 405nm)*** e per ade
Amobnio precipitado) (ver Fig.12) atividade
15% 4,2 - 0.366a 79%
20% 9,5 + 0.066b 14%
25% 10,97 ++ 0.017c 3,7%
30% 12,18 +++ 0.008d Insignificante
35% 13,12 ++++ 0.003d Insignificante

*Quanto maior o numero de (+), maior o grau de impureza (definido pelo nimero e pela intensidade das
bandas de proteinas contaminantes). Amostras puras sao indicadas por (-).

**Extrato delipidado inicial: Volume: 30ml; proteinas totais: 1,46mg/ml; leitura 405nm: 0.462.

***IgY de animais ndo imunizados com veneno botrdpico apresentaram valores na leitura a 405nm até
0.011, portanto valores inferiores a este foram considerados insignificantes.

PM EA 1 2 3 4 5

220 —— - — |
160-

120-
110-
90-
80- ‘
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50-

40-

Figura 12.Gel de poliacrilamida mostrando a eletroforese das amostras precipitadas com
sulfato de aménio. Precipitacdo utilizando sulfato de amonio (1) 15%; (2) 20%; (3) 25%; (4)
30% e (5) 35%. A amostra apds extragéo de lipidios esta representada pelo extrato aquoso
(EA). Foram utilizados padrdes de peso moleculares (PM) de 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70,
60, 50 (banda mais espessa), 40, 30KDa.
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Com o objetivo de se produzir uma amostra
final livre de proteinas contaminantes, mas
sem grandes perdas de IgY durante o
processo, 0 método combinando acido
caprilico e sulfato de aménio também foi
avaliado. Na primeira etapa do processo,
acido caprilico foi utilizado em uma
concentracdo de 4%, enquanto que em uma
segunda etapa, utilizou-se 1,75M de sulfato
de aménio (cerca de 23%) para purificar a
amostra resultante da precipitagdo com
acido caprilico. Este método gerou amostras
puras de IgY. Entretanto, a quantidade de
proteina recuperada ao final do processo
(4,27mg) foi muito inferior a quantidade
recuperada quando se usou somente o
sulfato de amdnio como agente precipitante.

Além disso, quando se somava a perda de
IgY especifica durante a precipitagdo com o
acido caprilico e a perda durante a
precipitacdo com o sulfato de amoénio (Tab.
12), cerca de 14% da imunoglobulina
antibotrépica era perdida durante o
processo, sendo o valor semelhante ao da
precipitagado utilizando somente o sulfato de
amébnio a 20%. Portanto, este método n&o
foi escolhido para purificacdo da molécula
de IgY, ja que com a adigdo de mais um
reagente precipitante, haveria também um
aumento no numero de etapas do processo,
com viérias etapas de centrifugagcdo e
alteragdes de pH, tornando-o mais caro e
laborioso.

Tabela 12- Andlise das amostras precipitadas com acido caprilico e sulfato de amonio

Perda de IgY*

Concentrag&o Atividade especifica Porcentagem de
(leitura 405nm)** perda de atividade
Acido Caprilico 4% 0.074 1,62%
Sulfato de aménio 23% 0.057 12,34%
Porcentagem de perda total 13,96%

*Extrato delipidado inicial: Volume: 30ml; proteinas totais: 1,46mg/ml; leitura 405nm: 0.462.

**IgY de animais ndo imunizados com veneno botrépico apresentaram valores na leitura a 405nm até
0.011, portanto valores inferiores a este foram considerados insignificantes.

O método escolhido como o melhor para a
purificagdo de IgY foi a precipitagdo com
sulfato de amdnio a 20%, por ser de facil
execugao e originar amostras relativamente
puras de imunoglobulinas. Precipitagdo
utilizando 15% de sulfato de amdnio produz
amostras mais puras de IgY, mas nao foi
escolhido porque houve grande perda de
imunoglobulinas que nao foram
precipitadas. Svendsen et al. (1995),
comparando os métodos de purificagdo de
IgY por precipitagdo com sulfato de aménio,
polietilenoglicol e acido caprilico, também
afirmou ser a precipitagdo com sulfato de
amdnio o método mais eficiente dos trés

estudados, sendo considerado o de mais
alta producao e pureza.

5.6 Rendimento da IgY

Do ponto de vista da produtividade, 2,69mg
de IgY/ml de gema foi encontrado quando
utilizou-se a purificagdo através da
precipitacdo por sulfato de aménio a 20%.
Bizanov e Jonauskiene (2003) encontraram
valores semelhantes (1 a 3,8mg/ml de
gema) sob as mesmas condigdes. Isto
significa que uma s6 gema foi capaz de
produzir 40,35mg de IgY total, podendo
chegar a 11,3g de IgY total/ave/ano.
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Como somente 3,2% da IgY total é
considerada  especifica ao  antigeno
inoculado (Li et al., 1998; Akita e Li-Chan,
1998), entdo 1,29mg de IgY especifico
antibotrépico poderia ser produzido em uma
Unica gema, tendo 361,2mg de IgY
especifico/ave/ano. Este numero ndo foi
considerado alto, ja que outros autores
encontraram valores superiores quando
inocularam outros antigenos em galinhas.
Ntakarutimana et al. (1992), por exemplo,
recuperou 1,12g de IgY especifico quando
inoculou transferrina humana em aves. Ja
Akita e Li-Chan (1998), encontraram um
numero ainda maior, 2,1g de IgY
especifico/ave/ano quando produziram IgY
anti-lgG subclasses. Portanto, por se tratar
de um antigeno ndo purificado, contendo
varias fragdes com diversos pesos
moleculares, além de conter amostras de
cinco diferentes espécies de serpentes,
veneno botropico poderia causar uma
menor estimulagdo do sistema imune de
galinhas, sendo produzida uma menor
quantidade de IgY especifica contra este
antigeno.

5.7 Teste de poténcia do antiveneno
produzido através de ensaio de DE-50.

O teste de neutralizagdo in vivo foi utilizado
para demonstrar a habilidade da IgY obtida
a partir de galinhas imunizadas com veneno
botrépico de neutralizar a toxicidade letal do
veneno. A eficacia, expressa em termos de
DE-50 foi de 365uL/2DL-50 (quantidade de
antiveneno necessaria para neutralizar o
numero de DL-50 utilizada no ensaio de
neutralizagdo do efeito letal do veneno) e a
poténcia foi de 0,154mg/ml (quantidade de
veneno neutralizada por 1ml de antiveneno).

A poténcia do antiveneno botrépico avaliado
foi 2,3 vezes superior a poténcia encontrada
por Almeida et al. (1998), que também
trabalhou com galinhas imunizadas com
veneno botrépico. Além disso, 2 DL-50
foram utilizados no teste de poténcia,
contrastando com o trabalho do mesmo
autor, que utilizou 1,5 DL-50.

Entretanto, se comparada a poténcia do
soro equino antibotropico comercial, a
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poténcia do antiveneno produzido em ovos
de galinha foi baixa. Enquanto 1ml de
antiveneno produzido em ovo neutraliza
somente 0,15mg de veneno botrépico, 1ml
de soro equino neutraliza 5,00mg do mesmo
veneno.

Reduzir o volume do antiveneno botrépico
através de ultrafiltragdo, com o objetivo de
concentrar as imunoglobulinas, poderia
aumentar sua poténcia.

6. CONCLUSOES

Com este experimento, podemos concluir
que:

e A melhor resposta imune de galinhas
frente a diferentes esquemas de imunizagéo
para produgédo de IgY especifico foi obtida
quando se utilizou adjuvante completo de
Freund.

e A diluicdo da gema em agua ultrapura,
seguida de alteracdo de pH para 5,0 e de
ciclo de congelamento (-20°C) e
descongelamento (4°C) foi o melhor método
de extracao de lipides da gema.

e A IgY nédo foi capaz de produzir
complexos imunes precipitantes visiveis em
imunodifusdo em gel quando veneno
botrépico foi empregado como antigeno.

e A IgY extraida da gema de ovos de
galinhas imunizadas com veneno botrépico
continha anticorpos detectaveis por ELISA.

e O primeiro ciclo de imunizagdes resultou
em aumento dos titulos de IgY antibotropica
até a 5% semana, a partir da qual os niveis
se mantiveram estaveis.

e Niveis de IgY permaneceram altos por
varios meses apos trés ciclos de
imunizagdes com veneno botropico em
galinhas.

e A purificagdo através da precipitacdo
com 20% de sulfato de amoénio produziu
amostras relativamente puras de IgY,
diferentemente da precipitagdo utilizando
acido caprilico e polietilenoglicol, podendo



produzir 11,3g de IgY total por uma unica
galinha em um ano.

e A IgY obtida de galinhas imunizadas
com veneno botropico foi capaz de
neutralizar a toxicidade do veneno em um
teste de neutralizagao in vivo.

e A poténcia do antiveneno botrépico
testado foi superior a poténcia encontrada
em outros antivenenos produzidos em ovos
de galinha descritos na literatura, porém
sendo baixa quando comparada a poténcia
do soro antibotrépico equino comercial.

7. PERSPECTIVAS

A produgcdo de antiveneno botrépico em
ovos de galinha foi promissora, fazendo com
que a produgdo de outros antivenenos
também possa ser avaliada pelo mesmo
método. A utilizagdo do esquema de
imunizagdo avaliado pode servir como
modelo para a producdo de IgY contra
outros tipos de antigenos (produgdo de
anticorpos anti-IgY, por exemplo). O método
de extracdo de lipideos da gema por
diluicdo em &agua, por exemplo, pode ser
utilizado em qualquer estudo e aplicagéao
desta molécula. O dominio da Tecnologia
IgY podera abrir campos para outras
aplicagbes em areas como o diagnostico de
doengas em medicina humana e veterinaria
ou na produgdo de outros tipos de soros
profilaticos, como por exemplo, contra
intoxicagcbes alimentares ou certos tipos de
doengas tropicais de interesse em saude
humana ou animal.
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