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RESUMO

Anticorpos, também chamados de imunoglobulinas, sdo proteinas produzidas por células especializadas
do sistema imune para auxiliar o organismo a destruir os microrganismos invasores. Por causa da
versatilidade dos anticorpos, terapias baseadas no uso de imunoglobulinas podem, em teoria, ser
desenvolvidas contra qualquer patégeno existente. A terapia contra doengas infecciosas baseada na
utilizagdo de anticorpos foi desenvolvida primeiramente em 1890. A partir de entdo foi largamente
utilizada até por volta do ano de 1935, quando surgiram os antimicrobianos. Nas décadas seguintes
ocorreu um declinio em relacdo a sua producdo e muitos pesquisadores pararam de publicar trabalhos.
Apb6s o desenvolvimento de técnicas celulares e moleculares a industria e os centros de pesquisa
retomaram o interesse sob os anticorpos. Recentemente, muitos avangos tém sido feitos em técnicas
usadas para gerar anticorpos, humanizar anticorpos e extrair anticorpos especificos na gema de ovo de
galinhas imunizadas. Por isso, 0 uso terapéutico de anticorpos constitui uma importante alternativa contra
novos agentes emergentes. A producdo de anticorpos (Abs) em galinhas e a extragdo de anticorpos
especificos na gema do ovo sdo incrivelmente atrativas e interessantes para a comunidade cientifica.
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ABSTRACT

Antibodies, also know as immunoglobulin are proteins that are used by the immune system to identify
and neutralize foreign structures, such as bacteria and viruses. Because of versatility of antibodies,
antibody based therapies may be development against any pathogen. The serum therapy was firstly
described in 1890. In the next years, was largely produced and used to control a wide of infectious
disease. However, when the antimicrobial chemotherapy was discovered around 1935, serum therapy for
bacterial disease was rapidly abandoned. After the development of some cellular and molecular
techniques the industry and research centers returned the interest about the antibodies. Recently, major
advances have been made in the techniques used to generate human antibodies, humanize murine MAbs
and chicken egg yolk antibody. For this, the therapeutical use of antibodies is an important alternative
against new emerging pathogens. Due to some features the use of chicken egg yolk antibodies are
incredibly attractive and interesting to the scientific community.

Keywords: Polyclonal antibodies, IgY antibodies and serum therapy.

Perspectivas online
Volume 2, numero 7, 2008

Jg'woo auljuoseAnoadsiad Mmm NOY- AIAYOTINMOQ


mailto:marco.cunegundes@gmail.com

INTRODUCAO

Anticorpos sdo proteinas encontradas no plasma e fluidos extracelulares e compreendem um dos
principais efetores do sistema imune adaptativo V. Sdo produzidos em resposta a moléculas e organismos,
a qual é capaz de neutralizar e/ou eliminar . A habilidade do anticorpo de se fixar a um antigeno com
alto grau de afinidade e especificidade o conduziu para o seu uso ubiquo ©. Seu uso em ensaios em
diagnostico e terapia tem provocado um profundo impacto na melhoria da saude e no bem-estar de
humanos e animais .

A soroterapia teve inicio em 1890 quando von Bhering e Kitasato descobriram a anti-toxina
diftérica. Com o passar do tempo, anticorpos especificos foram utilizados para o tratamento de infecgdes,
tais como a raiva e o tétano. A especificidade e avidez dos anticorpos sdo a base para a promogdo da
terapia de administragdo de anticorpos. Nos ultimos 10 anos, os avancos na engenharia genética tém
possibilitado o aumento da especificidade de anticorpos a sitios combinados, melhorando assim a sua
utilidade terapéutica .

A introducdo de anticorpos no tratamento de imunodeficiéncias e doengas infecciosas foi um
significante avango na medicina. O anti-soro animal e humano sdo usados in vivo para destruir bactérias e
neutralizar virus no sangue de individuos infectados . Possivelmente a mais importante aplicagio foi o
uso de anticorpos para o antigeno Rh de eritrdcitos, evitando o desenvolvimento da doenga hemolitica do
recém-nascido ”. O tratamento com anticorpos policlonais ¢ associado com muitos efeitos colaterais ndo
desejados. Doenca do soro, anafilaxia e a natureza desses anticorpos sdo considerados fatores limitantes
@9 Tsto tem motivado pesquisadores a produzirem anticorpos bem definidos em relagdo a sua qualidade e
especificidade "7

Apesar dos problemas e dificuldades envolvidos, existem diversas vantagens para a utilizagdo de
anticorpos policlonais ou monoclonais na medicina humana e animal . O maior estimulo para o
desenvolvimento de pesquisas nessa area ¢ rapido desenvolvimento de resisténcia de muitos
microrganismos a agentes microbianos, principalmente aos antibioticos. O aumento do niimero de mortes
causadas por superbactérias na ultima década fez com que alguns grupos de pesquisa repensassem o uso
de anticorpos como importante alternativa ao uso de antibiéticos V.

No entanto, apesar de todas as vantagens observadas, o desenvolvimento de anticorpos para uso
comercial envolve sérias implicagdes éticas associadas ao bem-estar animal. Os anticorpos monoclonais
sdo constantemente avaliados para pesquisa, diagnostico e terapias. O uso destes anticorpos encarece a
pesquisa clinica e causa sacrificios dos animais envolvidos "?. Portanto, o desenvolvimento alternativo de
anticorpos que possam ser utilizados no diagnéstico e terapia das doengas se faz necessario '>. O uso de
galinhas como fonte para imunizagdo traz um grande numero de vantagens para a produgdo de anticorpos
policlonais, como, por exemplo, o0 método de coleta de anticorpos ndo invasivo ¢ a maior quantidade de
anticorpos que podem ser encontrados na gema do ovo de galinha . Estes anticorpos sdo chamados de
imunoglobulina Y (IgY) ¥

Este artigo fornece uma revisdo sobre a estrutura, funcdo, formas de obtencdo e utilizagdo da
imunoglobulina Y, obtida na gema do ovo de galinha. Além de relacionar algumas diferencas entre a IgY
de aves e a IgG de mamiferos.
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Anticorpos da gema do ovo de galinha

Em 1893, Klemperer descreveu um experimento na qual ele demonstrou que a imunizagdo de
uma galinha resulta na transferéncia de anticorpos especificos para a gema do ovo .

Incialmente, anticorpos IgY foram descritos como semelhantes a IgG de mamiferos, entretanto
agora sdo considerados evolutivamente um ancestral comum para IgG e IgE de mamiferos '®.

A IgY ¢ exclusivamente transferida para a gema do ovo por um processo mediado por receptor
. A quantidade de IgY transferida é dependente da concentragdo sérica, e parece que toda a
populagio de IgY é transferida !¥.

A passagem transovariana da IgY leva aproximadamente 5 dias ' ”. A meia-vida da IgY
circulante em aves adultas é aproximadamente de 36 a 65 horas "”. A quantidade de IgY transferida
parece ser independente do tamanho do ovo 2",

Por um longo periodo ndo existiu aplicacdo cientifica para esse conhecimento, mas quando o
bem-estar animal se tornou uma séria questdo de preocupagdo ética para a comunidade cientifica, os
resultados de Klemperer ganharam interesse. A partir de 1959 varios trabalhos comegaram a ser
publicados *******2% relacionando o uso da IgY como anticorpo secundario para kits de diagndstico. Na
década de 1990, a tecnologia de IgY teve reconhecimento internacional *” e foi oficialmente aprovado
pela comunidade européia como método alternativo para o bem-estar animal. Enquanto isso, inimeras
publicagdes tém reportado muitos aspectos desta tecnologia.

(17,18)

a7

Caracteristicas da IgY de aves

Existem diversos motivos para que os anticorpos extraidos da gema do ovo de galinha possam ser
utilizados ao invés dos anticorpos de mamiferos.

As vantagens do uso de IgY vem sendo publicadas por diversos autores ao longo dos anos
as quais algumas sdo descritas na tabela 1.

A obtencdo de anticorpos IgY em galinhas ¢ menos onerosa do que o similar em outras espécies
animais, além de ser mais adequada aos padrdes de bem-estar animal. A produ¢do de anticorpos de uma
galinha corresponde a de um animal de grande porte. Desta maneira, uma elevada quantidade de
anticorpos pode ser produzidas em uma galinha, aproximadamente 17 a 35 g de IgY total/galinha/ano, dos
quais 1-10% pode ser especifico para o antigeno ©°.

A proteina C-reativa (CRP) pertence ao chamado grupo das proteinas de fase aguda, a qual pode
aumentar mais de cem vezes o processo inflamatorio. O resultado de um teste de ELISA, por exemplo,
pode ser inexato devido a presenga de fatores reumatdides (RFs), a qual sdo capazes de se fixar a
imunoglobulinas de mamiferos. Uma substancial vantagem do uso de IgY ¢ a inabilidade para reagdes
cruzadas com RFs, por causa da auséncia dos sitios de ligagdo no Fc correspondente %

Anticorpos humanos “anti-mouse” (HAMASs) podem ser produzidos em pacientes que receberam
imunoterapia com anticorpos monoclonais de camundongo (Mabs). Estes anticorpos podem neutralizar a
acdo do Mabs e gerar uma interferéncia em ensaios imunolégicos. Anticorpos de galinha podem ser
usados como alternativa nestes ensaios .

Anticorpos de galinha nfo sdo capazes de ativar o sistema complemento de mamiferos, portanto
podem ser usados para reduzir a interferéncia pela ativagio do complemento V.

A proteina A estafilocdcica e a proteina G estreptococica sdo muito utilizadas pela sua habilidade
para fixar IgG. O Staphylococcus e Streptococcus sdo freqiientemente encontrados em amostras
bacterianas. Quando presentes, eles podem se ligar a anticorpos especificos para outras bactérias
causando assim um resultado falso positivo. Anticorpos de galinha ndo se fixam a proteina A ou G e
podem ser usados para reduzir estas interferéncias “2.

(28 ¢ 29)
b

Formas de obtengéo da IgY

O desenvolvimento e a producdo de anticorpos como um resultado de imunizagdo ndo sdo muito
previsiveis.

Galinhas podem ser usadas para a produgdo de anticorpos a partir do momento em que entram em
postura. Animais que sdo usados para a producdo de anticorpos por mais de trés meses precisam receber
varias imunizagdes com os antigenos a cada més para assegurar o alto nivel de produgdo. Galinhas podem
produzir anticorpos com alta avidez logo apds a primeira imunizagao. Porém, este resultado depende de
algumas variaveis, as quais incluem o tipo de antigeno (dose e peso molecular), o adjuvante, a via de
administragdo, a genética do animal e o tipo de criagdo. A concentracdo do antigeno pode variar entre
0.10-1.0 mg, em casos especiais 10 pug, variando com o tipo de adjuvante a ser utilizado. O volume das
injegOes varia entre 0.5-1.0 ml e a via usual de aplicagdo ¢ a intramuscular, preferencialmente no peito
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das aves. O intervalo pode ser de 4-8 semanas ¢ o numero de imuniza¢des dependente do interesse da
produgio de anticorpos "¢

Apoés o primeiro inoculo as aves iniciam a producdo de anticorpos e dentro de poucos dias os
mesmos ja podem ser encontrados na gema do ovo das galinhas.

Varios processos sdo avaliados para isolar IgY da gema de ovos, e podem ser usados em
combinagio, de acordo com a quantidade, pureza e atividade bioldgica desejada ©¥. O incémodo e os
custos envolvidos sdo fatores relevantes. Dado o alto nivel de atividade de anticorpos, um processo de
isolamento ocasiona uma escolha entre a quantidade e pureza, desde que varios estagios de purificacao
principalmente envolvem uma quantidade baixa de IgY na gema. Todo processo de extracdo se inicia pela
separagdo da gema e da clara ©*.

Em geral, estes métodos podem ser divididos em trés grupos principais:

1. Maétodos de precipitagdo: Envolvendo sulfato de aménio e sodio ©° %
G7¢3% acido caprilico ®” e carrageenan “0¢*Y;

2. Meétodos cromatograficos: Cromatografia de afinidade “?, cromatografia de troca idnica %,
cromatografia de interagio hidrofobica %, cromatografia de interagio tiofilica “*
cromatografia de gel filtragdo ©¥;

3. Ultrafiltragdo “Y.

, polietilenoglicol (PEG)

€

Utilizacéo da IgY

As aplicagdes de IgY tem alcangado relativo sucesso na ultima década e, vem sendo utilizadas em
uma variedade de pesquisas ®. O sucesso no desenvolvimento destes anticorpos estd relacionado as
diferencas bioquimicas com a IgG de mamiferos, tornando-a vantajosa sob varios aspectos, permitindo
assim a sua utilizagdo em centros de pesquisa voltados para pesquisa basica e aplicada, além de serem
explorados pela industria farmacéutica na implementacdo de kits diagnoésticos, terapias e mais
recentemente em produtos de higiene pessoal, cosméticos e como aditivo de alimentos funcionais “* 4%,

O uso da IgY em imunoterapias ¢ mais recente. O seu desenvolvimento para ingestdo oral de
humanos e animais vem se tornando muito comum. A administragdo oral de IgY especifica pode prevenir
infecgdes com Pseudomonas aeruginosa em pacientes com fibrose cistica “”, a formagdo de placas
bacterianas por Streptococcus mutans “®, o desenvolvimento de tlcera gastricas por Helicobacter pylori
U3 enterites por Escherichia coli em leitdes “” e rotavirus humano ©". Além disso, o efeito protetor de
IgY anti-veneno de cobra e escorpido tem sido mostrado em camundongos ®”. Almeida ©" encontrou
resultados similares, produzindo IgY contra veneno de Bothrops e Crotalus.

O desenvolvimento de algumas biotécnicas moleculares tem colaborado com a produgdo de IgY
com maior especificidade e sem muita variagdo na concentracdo de anticorpos especificos entre as
amostras de mesmo lote. Em 1991, Nishinaka ©®® produziu o primeiro anticorpo monoclonal de galinhas
(chmAB). Sincronicamente, outras possibilidades surgiram, tais como os anticorpos de galinhas
recombinantes oriundos da técnica de phage display ¥ e a expressdo de anticorpos em gema do ovo de
galinhas produzidos por engenharia genética '¥.

Anticorpos IgY foram produzidos contra uma grande variedade de antigenos e, conseqiientemente
foram aplicados em diferentes métodos com diferentes propodsitos. No Brasil, recentemente, o professor
Wilmar Dias tem utilizado galinhas para a produg@o de antiveneno especifico para venenos de cobras
africanas ©*.

Nos tltimos cinco anos a IgY foi desenvolvida com sucesso para ser usada como imunizante
passivo contra patdégenos intestinais humanos e animais, como imunoterapétutico para bactérias que sdo
de dificil controle com antibidticos ¢ como ferramenta para investigagao oncologica.
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1gG de coelho IgY de galinhas

Meétodo de coleta Invasivo Nao invasivo

Quantidade de anticorpo 200mg/40ml de sangue  5-100mg/ovo; 5-7 ovos/semana

Quantidade de anticorpo por més 200mg Aproximadamente 1000-
2800mg

Interferéncia com imunoglobulinas de Sim Nao

mamiferos (fator reumatodide)

Interferéncia com HAMA* Sim Nao

Interferéncia com complemento de Sim Nao

mamifero

Ligacdo com proteina A ou G Sim Nao

Tabela 1. Caracteristicas de anticorpos IgG de mamiferos comparados com a IgY de galinhas, adaptado
de Schade et al, 2005.
*HAMA, anticorpos anti-mouse humanos.

CONCLUSAO

A produgdo de IgY na gema do ovo de galinhas ¢ um eficiente e econémico método para
obtengdo de anticorpos policlonais, no qual o sangramento dos animais ndo ¢ necessario e a purificagdo
do anticorpo ¢ relativamente simples.

Uma quantidade substancial de informacao indica a facilidade e a viabilidade de utilizar IgY para
fins de diagnoéstico e como poderoso terapico na imunologia clinica.

Apesar de todos os trabalhos e da ampla utilizagdo da IgY, o seu uso como terapico precisa ser
explorado.

A IgY pode ser facilmente obtida e ndo causa muito estresse animal para ser extraida, no entanto,
a obtengdo pode ser dificultada pelo alto custo e aumento das etapas para extragdo da gema.

Uma das grandes aplicagdes deste anticorpo pode estar relacionada ao controle de infecgdes
bacterianas, pois a partir de janeiro de 2007, através de uma recomendagdo da “FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS”, a utilizacdo de antibidticos em
racdo animal sera proibida, fazendo com que alternativas sejam rapidamente desenvolvidas.

Outra proposta de desenvolvimento se da através do aumento do conceito de “comida funcional”
na ultima década, onde a IgY pode ser administrada como aditivo alimentar, sem necessariamente ser
purificada.
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