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Tecnologia IgY: eficiente alternativa aos anticorpos convencionais de mamifero?
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Resumo

Os anticorpos policlonais aviarios representam uma alternativa eficiente em relacdo aos anticorpos policlonais
de mamifero, devido as vantagens que proporcionam, como método de obtencgao de anticorpos menos invasivo,
mais econdmico e de alto rendimento. Isto impulsionou a comunidade cientifica a direcionar diversos estudos
para exploré-los quanto a producao contra patégenos bacterianos, parasitarios e virais, 0 que gerou a propostas
de diversos mecanismos de agdo para a atividade biol6gica de IgY; como a aglutinacdo de bactérias, inibicao
da adesdo bacteriana, opsonizacao, mediacdo da atividade de fagdcitos, neutralizacdo de toxinas e até inducédo
de apoptose.

Palavras-Chave: Imunoglobulina Y, anticorpo de aves; biotecnologia;

IgY technology: efficient alternative to conventional mammalian antibodies. Avian polyclonal antibodies
represent an efficient alternative to mammalian polyclonal antibodies because of the advantages they provide
as a less invasive, more economical and high yielding antibody method. This encouraged the scientific
community to direct several studies to explore them regarding the production against bacterial, parasitic and
viral pathogens, which led to proposals of several mechanisms of action for the biological activity of IgY; such
as agglutination of bacteria, inhibition of bacterial adhesion, opsonization, mediation of phagocyte activity,
neutralization of toxins and even induction of apoptosis.
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Biotecnologia

1. Introducéo

Imunoglobulinas  sdo  glicoproteinas
conhecidas como anticorpos produzidas em
resposta a uma exposicdo antigénica, sendo
também denominadas imunoglobulinas (Igs), sao
encontradas principalmente no sangue e fluidos
teciduais (AMRO et al., 2018; MUNHOZ et al,
2014). Os anticorpos funcionam como mediadores
moleculares que facilitam a eliminacdo de
antigenos por meio de opsonizacdo, neutraliza¢do
e ativacdo do complemento (LEE et al., 2017).
Devido ao papel biol6égico que desempenham, os
anticorpos foram aplicados no campo de
imunodiagnéstico e imunoterapia contra o cancer,
doencas infecciosas como a raiva e 0 tétano,
promovendo grande impacto em medicina humana
e veterinaria (BARATI et al., 2018;
GUIMARAES, 2008). Os anticorpos sdo
considerados ferramentas biotecnol6dgicas de alto
valor, sendo o0 segmento de maior crescimento no
mercado de produtos biologicos alcangando
atualmente  US$40  bilhdes no  mercado
farmacéutico, US$ 8 bilhGes no mercado de
diagnostico de doencas e US$ 2 bilhdes no
mercado de pesquisas cientificas (CONROQY et al.,
2017).

Os anticorpos monoclonais possuem elevada
atividade neutralizante, um alto custo produtivo e
meia vida que varia de dois dias a um més in vivo,
necessitando de repetidas dosagens, além de
necessitar de mdo de obra qualificada para a
administracdo, requerendo novas abordagens de
entrega  para uma  efetiva  intervengédo
(YAMAZAKI et al., 2018; MEJIAS et al., 2017;
DEAL et a., 2015). Em contraste, 0s anticorpos
policlonais convencionais de mamiferos possuem
baixo custo produtivo, porém é um método
bastante invasivo gque geralmente requer sangria do
animal para a obtencdo de anticorpos em grandes
guantidades (BARATI et al., 2018; MUNHOZ et
al, 2014).

Os anticorpos monoclonais e policlonais de
mamiferos sdo frequentemente utilizados em areas
de pesquisa de diagndstico, mas recentemente 0s
anticorpos policlonais encontrados em aves, tem
sido utilizado como alternativa aos anticorpos de
mamiferos por apresentarem diversas vantagens
como baixo custo produtivo, método de obtencdo
ndo invasivo (através de gema de ovo) e atividade
biolégica funcional semelhante a de anticorpos de
mamiferos (KHAN et al., 2017). Diversos trabalho
tem evidenciado o potencial dos anticorpos IgY
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como uma alternativa eficiente na protecdo contra
agentes infecciosos como Virus Dengue I,
Salmonella, Pseudomonas aeroginosas, tendo
também acdo contra peconhas de serpentes e
escorpibnicas. (SHENG et al., 2015; BARATI et

al., 2018).

Neste contexto, esta revisdo descreve
caracteristicas  estruturais e funcionais da
imunoglobulina  aviaria  relacionando  suas

propriedades para utilizagdo em imunodiagndstico,
imunoterapia e imunoprofilaxia, além de também
relacionar algumas particularidades entre a
imunoglobulina aviéria e a IgG de mamiferos.

2. Metodologia

A revisdo da literatura sobre Imunoglobulinas
Y e suas principais aplicagdes na area da saude foi
realizado por meio de busca de publicacGes de
pesquisas sobre caracteristicas gerais, métodos de
producdo, isolamento e aplicagdes, disponiveis em
banco de dados eletronicos, PUBMED e Periddico
Capes, NCBI e Derwent Innovations Index. O
periodo das publicagdes foi de 1999 a 2018, cujas
palavras-chave foram: “anticorpos aviarios”,
“imunoglobulina de gema de ovo”, “tecnologia
IgY” e “gema hiperimune pulverizada”.

3. Imunoglobulina Y

Os anticorpos IgY foram descritos pela
primeira vez em 1893 por Klemperer, o qual
verificou que a imunizacdo de uma galinha
resultava na transferéncia de anticorpos do soro da
ave para a gema de ovo. O conhecimento nao teve
aplicacdo cientifica para a época e somente
despertou interesse quando o bem-estar animal se
tornou uma questdo ética para a comunidade
cientifica, recebendo reconhecimento internacional
como método alternativo de producdo de
anticorpos policlonais na década de 1990
(GHAFFARIAN et al., 2016). 1gY (do inglés yolk
= gema) é o termo utilizado para identificar o
isotipo de anticorpo mais abundante em aves e
possui homologia funcional semelhante a 1gG de
mamifero (XU et al., 2019; HONG et al., 2018;
CONROY et al.,, 2017;). Os anticorpos IgY
comumente encontrados no plasma de aves e na
gema de ovo, uma rica fonte de anticorpos
policlonais (SHENG 2017), também s&o o isotipo
sérico predominante de outros animais viviparos
como anfibios, répteis e peixes pulmonados
(RAHMAN et al., 2014; ABAAS et al., 2018).
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3.1. Caracteristicas estruturais, fisico-
quimicas e funcionais

IgY apresenta uma estrutura molecular basica
de qualquer imunoglobulina, como uma
macromolécula contendo duas cadeias
polipeptidicas pesadas e duas leves unidas entre si
por pontes dissulfeto, ambas contendo uma parte
constante e outra varidvel. A regido N-terminal das
cadeias leves e pesadas séo chamadas de Fab e séo
as responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo do
antigeno, enquanto a regido C-terminal da cadeia
pesada é chamada Fc, responsavel pela atividade
biolégica funcional. A regido constante da cadeia
pesada apresenta um dominio Ig em sua estrutura,
conferindo a molécula massa molecular superior a
de IgG de mamifero (MINE et al. 2008). A
imunoglobulina aviaria possui peso molecular de
180 KDa e uma regido de dobradica mais curta,
relacionada a menor flexibilidade da molécula
comparada a IgG, que possui 160 KDa e regido de
dobradiga mais longa. Assim como em IgG, a
regido Fc de IgY é o sitio de maior atividade
biolégica da estrutura, contendo duas cadeias de
carboidratos laterais, enquanto IgG possui somente
uma cadeia (SUDJARWO et al., 2017; MULLER
et al., 2015).

Em comparacdo a IgG de mamifero, a IgY
aviaria é mais sensivel a desnaturacdo acida e sofre
perda réapida de atividade quando fora da faixa de
pH 4-11 pois pode sofrer mudangas
conformacionais por distor¢do no sitio de ligacéo
ao antigeno (SANTOS et al.,2012; ABBAS et al.,
2018). Ainda assim, se necessario, a estabilidade a
condigdes de extrema acidez e de alta pressdo pode
contornada com uso de reagentes estabilizadores
como  sorbitol,  sacarose, manitol  ou
polietilenoglicol (KOLBERG et al., 2015; PAULY
et al., 2011). Segundo Hegemann e colaboradores
(2017), a atividade da IgY ndo é afetada em
decorréncia de congelamento e descongelamento,
possuindo boa estabilidade ao calor em
temperatura de até 65°C em condi¢des aquosas,
podendo um ovo ser armazenado a 4°C por até seis
meses, a -20°C por até 12 meses sem que haja
perda da atividade biolégica de IgY (SANTOS et
al. 2012). No entanto, segundo Abbas e
colaboradores (2018) uma das caracteristicas Uteis
de IgY é a sua estabilidade durante etapas de
processamento e sob condices fisioldgicas apos a
administracdo. Segundo o0 mesmo, 0S anticorpos
podem ser armazenados a 4°C de cinco a dez anos
sem perda significativa de sua atividade, a
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temperatura ambiente por até seis meses e a 37°C
por um més.

Apesar de ambas imunoglobulinas, IgY e IgG,
desempenham atividade bioldgica semelhante, a
sequéncia de DNA de genes codificantes de IgY
indicam que ha uma maior similaridade com IgE e
IgA quando comparada a 1gG, indicando que IgY
pode ser o precursor filogenético de IgE, IgA e 1gG
de mamiferos devido a capacidade de IgY em
mediar reagbes anafilaticas. (GUIMARAES et al.,
2008). Segundo Larsson e colaboradores (1993), a
distancia filogenética ave-mamifero tornou
possivel a producdo de anticorpos IgY contra
proteinas altamente conservadas de mamiferos,
possibilitando uma capacidade superior de
reconhecimento e ligacBes a epitopos em um
antigeno. Caracteristica como essas séo vantajosas
para aplicacfes em diferentes areas biomédicas por
colaborar com a reducdo de interferéncias em
imunoensaios, como reacgdes cruzadas. Isto se deve
a incapacidade de reagir com fatores reumatoides
(Rfs), impossibilidade de ligacdo as proteinas
estafilocdcica (A) e estreptocécica (G) devido a
auséncia de sitios Fc correspondestes, na
incapacidade de ativar proteinas do Sistema
Complemento de mamiferos juntamente com a
baixa reatividade cruzada com IgG de mamifero
(HONG et al., 2018; MUNHOZ et al., 2014).

Segundo Abbas e colaboradores (2018), a
imunogenicidade de IgY ja foi testada em suinos e
murinos e em ambos os modelos animais, foi
demonstrado que administragdo dos anticorpos por
vias locais e sistémicas induziram uma resposta de
anticorpos anti-lgY, principalmente da classe 1gG.
Embora todas as propriedades bioguimicas de IgY
ndo colaborem para uma ligacdo consideravel a
receptores Fc em mamiferos, a imunoglobulina
aviaria é antigénica e isto sugere que a
administracdo de anticorpos em  grandes
quantidades pode desencadear a doenca do soro.

3.2 Producéo de anticorpos policlonais em
aves

Animais  utilizados na producdo de
imunoglobulinas por periodo superior a trés meses,
geralmente necessitam dose reforgo para manter
elevada titulagdo de anticorpos (MUNHOZ et al.,
2014; GUIMARAES et al, 2008).  Aves
galiformes (galinhas poedeiras), podem ser
utilizadas na producdo de anticorpos logo que
entram em periodo de postura de ovos, e em apenas
um més a producdo de anticorpos aviarios pode
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alcancar com facilidade uma elevada titulacéo,
equivalente a um ano de producdo em mamiferos
leporideos (KOUSTED et al., 2017). Amro e
colaboradores (2018) recomendam imunizar as
aves antes do periodo de postura de ovos, ja que 0
estresse induzido pelo manuseio da ave pode
promover efeito adverso a producdo dos ovos,
assim também como a natureza do adjuvante e
antigeno. A producéo de anticorpos policlonais em
grande quantidade em aves a partir da gema de ovo
é simples e ndo requer sangria do animal para a
obtenc&o, pois apenas uma gema de ovo contém de
70-150 mg de anticorpos IgY, sendo que 2% a 10%
do rendimento sdo especificos ao antigeno
utilizado na imunizacdo (LEE et al; 2017;
SUDJARWO et al. 2017).

Em cerca de seis dias apés a primeira
imunizag&o, ja é possivel a obtencdo de anticorpos
com alta avidez, mas no vigésimo oitavo dia ap6s
a imunizacgdo é que se encontra uma titulacdo mais
elevada, podendo ave produzir IgY especifico por
cerca de 200 dias (SUDJARWO et al. 2017;
ANDRADE et al., 2013; ALMEIDA et al., 1998).
Isto pode variar, dependendo do tipo, massa
molecular e dose do antigeno, em conjunto com o
tipo de adjuvante, via de administracéo e linhagem
genética da ave. As vias de administracdo mais
utilizada na imunizacdo de aves sdo a
intramuscular no mdasculo peitoral, e a via
subcutdnea, mas a intramuscular também é
bastante utilizada e independente da via
determinada, os intervalos variam de duas a oito
semanas, dependendo do objetivo que se pretende
alcangar (MUNHOZ et al., 2014). Nos estudos de
Sudjarwo e colaboradores (2017), a concentracéo
de anticorpos na gema de ovo aumentou durante as
imunizacOes até a sexta semana, onde comegou a
elevar significativamente em duas semanas apos a
primeira imunizacdo, atingindo um platd na quarta
semana e diminuindo gradativamente apds a sexta
semana.

Amro e colaboradores (2018), desenvolveram
um estudo de otimizacao de producéo e purificacdo
de anticorpos IgY de gema de ovo de galinha para
alcance de alto rendimento tanto para a pesquisa
guanto para fins comerciais. Foi constatado que a
pureza e o rendimento de IgY podem variar
bastante de método para método e requerem
otimizacgéo para cada experimento. A producgéo de
anticorpos IgY se deu em duas diferentes ragas de
galinhas, Leghorns Whit e a Rhode Island Red, as
guais resultaram em 3,66 mg/gema e
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8,37mg/gema, evidenciando que a Ultima raca
desenvolveu uma melhor resposta imunolégica. A
extracdo de IgY da gema também foi realizada a
partir de dois diferentes métodos, o de precipitacdo
com polietilenoglicol 6000 e cromatrografia de
filtragdo em gel, um método ndo desnaturante,
resultando num melhor resultado quando
combinado os dois métodos (AMRO et al.,2018).

3.3. Isolamento de IgY

Diversos métodos relativamente simples,
baratos e eficazes foram desenvolvidos para o
isolamento e purificagdo de 1gY da gema de ovo,
como precipitacdo com polietilenoglicol, sulfato de
amonio,4cido caprilico ou carragena, diluicdo em
agua, ultrafiltracdo, filtracdo em gel, cromatografia
em gel tiofilico ou cromatografia de troca i6nica (
KHAN etal., 2017; SUDJARWO et a., 2017; TAN
et al., 2012; PAULY et al., 2011). Esses métodos
proporcionam uma IgY biologicamente ativa, com
80% de pureza e com baixo custo, um atrativo para
utilizacdo em laboratérios de pesquisa e também
em escala industrial. Varias dessas técnicas podem
ser realizadas para retirada de impurezas, apos a
etapa de extracdo (MUNHOZ et al., 2014).

Alguns estudiosos como Akita e Nakai (1993),
sugeriram a diluicdo em condicdo aquosa &cida
para um procedimento mais econdmico e eficiente
para producdo de anticorpos em alta escala
comparado aos métodos de polietilenoglicol, em
termos de rendimento, pureza e atividade bioldgica
de IgY. Apesar de existirem diversos métodos de
isolamento de 1gY, a maioria dos trabalhos atuais
utilizam o polietilenoglicol como PEG6000 para a
precipitacdo se sobrenadantes, que geralmente
resultam em impurezas proteicas (AMRO et al.
2018). Ha também Kits comerciais disponiveis que
ndo utilizam solventes organicos e que envolvem
0S mesmos principios, que resultam em uma IgY
com pureza de 70% a 90% (TAN et al., 2012).

Embora superiores aos anticorpos de
mamiferos, os anticorpos IgY ficaram sob uma
aplicacdo pratica limitada devido procedimentos de
purificacdo complexos ou demorados. Apesar de
varios métodos de purificagdo terem sido
desenvolvidos, todos esses métodos possuem a
desvantagem de proporcionar graus de pureza
inferior ou igual a 80%. A proteina G
estreptocdcica (SPG) é a proteina de ligacéo a Ig
muito utilizada para purificacdo de anticorpos de
mamiferos e invidvel para purificacdo de IgY.
Xuemei e colaboradores (2016) relatara em seus
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estudos uma coluna cromatogréafica de afinidade
baseada em proteina M, uma proteina
transmembranar de micoplasma humano pdde se
ligar a IgY e possibilitar uma purificacdo cerca de
125 vezes mais elevada que o método de
precipitacdo com polietilenoglicol. No entanto, a
purificacdo baseada em proteinas bacterianas
requer atengdo para prevenir contaminagdo com
endotoxinas, pois 0 micoplasma é altamente toxico
e antigénico, gerando grande possibilidade de
contaminacdo durante os processos de purificacéo
em larga escala (KHAN et al., 2017). Nos estudos
de Zhang e colaboradores (2017), o dominio C2 da
proteina estreptocécica G (SPG), que possui
afinidade com IgY, foi expressa em Escherichia
coli como uma proteina de fusdo de polipeptideo
tipo elastina (ELP), que resultou no
desenvolvimento de um novo método de
purificacdo de IgY, fornecendo um grau de pureza
de 96,3% e rendimento de 64% graus
significativamente mais elevados que todos 0s
métodos tradicionais. Em contraste com o método
de precipitagdo por sulfato de aménio, que pode ser
realizado em 3,3 horas e o fracionamento com
etanol em 4,3 horas, 0 método de captura de IgY a
partir do dominio C2-ELP pode ser realizado em
até trés horas; o que o promove como método
eficiente, simples e com bom aprecidvel custo
beneficio para purificagdo de IgY (ZHANG et al.,
2017). Khan e  colaboradores  (2017)
desenvolveram peptideos sintéticos, expressos em
fago T7, com alta especificidade de ligagdo a
regido Fc de IgY, que podem ser utilizados como
ligantes de alta afinidade na purificacdo de
imunoglobulinas Y.

4. Versateis aplicacdes

A imunoglobulina aviaria tem sido bastante
explorada nas Ultimas décadas, e isto se deve as
propriedades bioguimicas distintas em relagdo a
IgG de mamifero. Tais propriedades a tornaram
vantajosa em varios aspectos possibilitando a
exploracdo e introducdo ndo sé na pesquisa basica
e aplicada como também na indUstria farmacéutica
(XU et al., 2019).

4.1 Neutralizagao

A tecnologia IgY tem se mostrado uma
alternativa eficiente para os acidentes ofidicos e
escorpibnicos. Em recente estudo in vivo realizado
por Araujo e colaboradores (2010) foi demonstrada
a capacidade de IgY em neutralizar a dose letal de
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um poll de cinco pegonhas de serpentes do género
Bothrops. O estudo realizado por Andrade e
colaboradores  (2013) verificou-se que 0S
anticorpos de alta avidez produzidos contra o
veneno de serpentes dos géneros Crotalus e
Bothrops  proporcionaram  alta  atividade
neutralizante in vitro sobre a maioria dos antigenos
presente nos venenos.

Além disso verificou-se que a IgY aviaria é um
anti-veneno mais potente que o antiofidico
convencional de mamifero, o que pode ser a base
para a terapia direcionada a acidentes ofidicos e
precisam, portanto, ser aprofundados para
confirmar a seguranga e eficicia como antidoto de
uso animal e humano (DUAN et al., 2016). Alvarez
e colaboradores (2013) produziram anticorpos IgY
contra o veneno do escorpionideo Tityus
caraptensis e verificaram que, os anticorpos foram
capazes de neutralizar (in vitro) ndo sé veneno da
espécie alvo como os de outras espécies do género
Tityus. Os mesmos anticorpos ndo reconheceram
0s antigenos presentes no veneno de espécies de
outros géneros. Dessa maneira, sugeriram que a
tecnologia IgY pode ser aplicada em alternativa ao
antiescorpiénico equino no pais. No contexto de
toxinas, Barati e colaboradores (2018) foram
desenvolvidos contra toxina de Vibrio cholera,
utilizando uma proteina recombinante como
imunogeno, para obtencdo de IgY. Os anticorpos
purificados foram analisados por técnicas
imunoldgicas Western Blot e ELISA, demonstrando
ser eficientes no reconhecimento da recombinante.
Esses anticorpos também foram avaliados quanto
ao efeito protetor em camundongos neonatais
desafiados por via oral com Vibrio cholera. A
administracdo  dos  anticorpos  purificados
promoveu um aumento da taxa de sobrevivéncia
dos animais, 0 que sugere a possibilidade de uso
como método de imunidade passiva para
tratamento da infecéo.

Em um estudo sobre toxina Shiga, que gerou a
patente CN101570574-A, os inventores Bao e
colaboradores (2009) desenvolveram anticorpos
IgY contra a toxinas Shiga tipo | recombinante,
extraindo e purificando pelos métodos de dilui¢éo
em &gua e por cromatografia em Dietilaminoetil
(DEAE), respectivamente. Os achados de Bao
demonstraram que o IgY produzido, devido ao
efeito neutralizante, pode atuar como antitoxina
oral para prevencdo e tratamento de doencas
causadas por bactérias produtoras de toxinas Shiga.
Arimitsu e colaboradores (2014), afim de avaliar
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uma possivel aplicacdo clinica da tecnologia IgY,
produziram anticorpos IgY contra a toxina Shiga
2e, uma das principais causas de Edema Suino
(ED).

A especificidade dos anticorpos foi analisada
por western blot, através do qual foi verificado que
IgY reagiu com as duas subunidades A e B da
toxina Shiga2, tendo uma reacdo fraca com a
subunidade A e B da toxina Shiga2 e a subunidade
B de Shigalde testes comerciais (controle).
AvaliacBes de neutralizacdo in vitro e in vivo
foram realizadas para verificar a capacidade de IgY
frente a dose letal da toxina. No ensaio in vivo, IgY
foi avaliado quanto ao efeito protetor em murinos
fémea de cinco dias de idade, ao ser inoculado via
intraperitoneal em conjunto com a toxina em doses
aumenta em 10,5 e 2,5 vezes, tendo os animais
sobrevivéncia monitorada por sete dias. Verificou-
se que, 0s animais que receberam o inéculo de IgY
foram resistentes a DL50 da toxina (aumentada 2,5
e 5 vezes) aplicada simultaneamente, em
comparagdo com 0s animais que nao resistiram ao
receber DL50 aumentada 10 vezes. Desta maneira,
a gema pulveriza contendo IgY especificos pode
ser adequado como alimento funcional para
prevenir ED em suinos, enquanto o IgY purificado
pode ser utilizado em um kit de diagndstico
econdmico para a doenca.

Um sistema de deteccdo elétrica direta que
utiliza a imunoglobulina aviaria como elemento de
reconhecimento biolégico foi desenvolvido por
Figueiredo e colaboradores (2015). Os anticorpos
IlgY foram produzidos contra a proteina
NS1(proteina ndo estrutural do virus Dengue tipo
I) e imobilizados em eletrodos de Au, que foram
caracterizados por espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica (VC). O
IgY anti-NS1 apresentou alta especificidade para a
proteina NS1, que foi detectada em amostras-
padrao (soro de infectados voluntarios) na faixa de
concentracdo de 0,1 a 10 pg/mL com um limite de
deteccéo de 0,09 pg/mL. Os anticorpos IgY séo
alternativas eficientes em relagdo aos anticorpos de
mamiferos e considerando que o0s testes
convencionais ELISA e PCR (Reagéo em cadeia da
Polimerase) sdo métodos onerosos, 0 imunossensor
proposto pode ser uma alternativa promissora para
o0 diagnostico precoce da Dengue, ainda que em
casos de leve infecgéo.

Fink e colaboradores (2017) produziram
anticorpos 1gY contra particulas inativas do virus
Dengue tipo |IlI, que tiveram a atividade
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neutralizante determinada por ELISA, também foi
determinada por teste de inibi¢cdo da invasdo em
mondcitos humanos. Camundongos com seis
semanas de vida foram desafiados com dose letal
do virus por via intravenosa, tratados com IgY por
via intraperitonial ap6s 24 horas de infeccdo e
acompanhados durante 10 dias. Verificou-se que 0s
animais tratados com IgY ndo sucumbiram a
doenca, em relacdo aos animais tratados com
anticorpo monoclonal e em contraste com o0s
animais infectados e ndo tratados, demonstrando
que a IgY foi eficaz na neutralizagdo viral in vitro
e in vivo. A quantidade de IgY necessaria para
proteger o animal foi maior que a quantidade de
anticorpo monoclonal necesséria, e provavelmente
a IgY induza a respostas imunoldgicas, apesar dos
receptores Fc serem ausentes nos anticorpos
policlonais aviarios. Sem duvida, a exploracao de
IgY é uma potente alternativa na auséncia de
vacina eficaz, no entanto, estudos precisam
elucidar a antigenicidade e alergenicidade de IgY
em modelos animais mais relevantes.

4.2 Inibigdo de Crescimento Bacteriano

As propriedades imunoldgicas da IgY contra
Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium
foram investigadadas por Lee e colaboradores
(2002) utilizando vérios métodos de avaliagdo in
vitro, como ELISA, ensaio de inibicdo do
crescimento e microscopia. A observacao através
de microscopia revelou alteragfes estruturais na
superficie de bactérias ligadas a IgY e inibicdo do
crescimento bacteriano, como consequéncia;
demonstrando uma ligacdo especifica de IgY e
sugerindo o comprometimento de componentes da
superficie bacteriana. Estudos semelhantes,
envolvendo Pseudomonas aeroginosa, bastante
comum em infeccbes em pacientes com fibrose
cistica ndo crbnica, demonstraram  por
imunoflorescéncia a capacidade de IgY especifico
em mediar a acdo de fagocitos (neutrofilos e
mondcitos) e reduzir a viabilidade celular
bacteriana de 70 a 89%. Foi observado in vitro que
a lgY opsonizou o patégeno e promovem o0
aumento da explosdo respiratdria dos neutrofilos
com subsequente morte bacteriana. Thonsen e
colaboradores (2016) sugeriram que a profilaxia
oral com a IgY aviaria pode colaborar com a
imunidade inata por facilitar a depuragdo
bacteriana. Em estudos de Shi e colaboradores
(2017), murinos Balb/c induzidos a pneumonia
aguda receberam IgY especifico administrado por
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via intraperitoneal, o qual reduziu a mortalidade e
inflamacdo no tecido pulmonar causada por cepas
Acinetobacter baumannii, resistentes a drogas pan-
clinicas; o que sugeriu a potencial utilizacdo da IgY
como nova abordagem terapéutica no tratamento
de infec¢bes causadas pela bactéria. (SHI et al.,
2017).

Devido ao amplo espectro de aplicacdo, a
tecnologia IgY também tem sido explorada para o
desenvolvimento de produtos de cuidados com
pele, como os utilizados para o tratamento de acne
gue induzam menos efeitos colaterais, alimentos
funcionais e produtos de higiene pessoal. Revath e
colaboradores (2014) produziram IgY contra
Propionebacterium acnes, e avaliaram in vitro a
capacidade dos anticorpos quanto a capacidade de
ligacdo especifica, capacidade de inibicdo de
crescimento bacteriano e inibicdo da Apds a
primeira dose reforco, a titulagdo de 0,323 foi
determinada através de ELISA indireto. O teste de
inibicdo do crescimento revelou que as Bactérias P.
acnes ativas incubadas juntamente com IgY por 48
horas, tiveram uma reducdo significativa do
namero de coldnias, em relagdo ao controle. O teste
de inibicdo de aderéncia em tubo demonstrou
reducdo significativa da aderéncia bacteriana. No
entanto, mais estudos devem ser realizados para
comprovar a eficiéncia in vivo, ja que a tecnologia
demonstra ser uma promissora alternativa para a
terapia antimicrobiana convencional para o0
tratamento antimicrobiano contra acne.

Horie e colaboradores (2004), produziram
anticorpos IgY altamente especificos contra a
enzima urease, 0 principal fator para colonizacéo
de Helicobacter pylori na mucosa gastroduodenal.
Um iogurte comercial foi suplementado com 1% de
gema de ovo contendo IgY, mantendo estabilidade
no produto por até sete dias, e perdendo 85% de
atividade biolégica apds trés semanas de
armazenamento. O estudo clinico foi realizado
para determinar a eficacia do iogurte funcional na
supressdo de infeccdo por H. pylori 42 pessoas
voluntérias positivos para o patégeno. Um grupo
de pessoas recebeu 450 mL de iogurte
suplementado e outro grupo recebeu iogurte sem
IgY, ambos grupos recebendo doses de 150mL trés
vezes ao dia, durante quatro semanas, com
posterior avaliacdo. Apds este periodo, verificou-
se que os valores do teste respiratorio da urease
diminuiram significativamente no grupo teste
comparado com o grupo controle, o que indica que
a supresséo da infeccdo causada por H. pylori em
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humanos pdde ser alcancada pelo consumo de
iogurte funcional baseado em tecnologia IgY anti-
urease; produto este, ja disponivel no mercado. Em
um estudo semelhante Nadji e colaboradores
(2016) desenvolveram um modelo de infecgdo por
H. pylori para tratamento de gastrite a partir de
anticorpos IgY. Camundongos imunizados
passivamente com IgY anti-H. pylori apresentaram
grau de infeccdo significativamente menor
comparado aos animais que ndo imunizados, o0 que
sugere a alternativa eficiente que pode ser utilizada
como terapia complementar combinada com a
antibioticoterapia  convencional. Hong e
colaboradores (2018), desenvolveram anticorpos
IgY contra a citotoxina vacuolante A (VacA), que
esta dentre as proteinas tdxicas de multiplos efeitos
liberada por H. pylori e que permite sua
persisténcia no estdmago. As imunoglobulinas Y
produzidas contra diferentes proteinas
recombinantes VVcA purificadas foram adicionadas
a 4gua de camundongos C57BL/6 duas semanas
antes e quatro semanas apos a inoculagdo com o
patégeno. O grupo tratado com IgY anti-VcA
apresentou significativa reducdo de H. pylori nos
tecidos géastricos e infiltracdo de eosindfilos em
comparagdo ao grupo ndo tratado. Logo, a
administragdo oral de IgY anti-VcA esta
relacionada a um efeito protetor contra a
colonizacdo bacteriana de Helycobacter pylori e
apresenta grande potencial como candidato a
farmaco para tratamento de infecgdes dessa
natureza.

No estudo de Guimardes e colaboradores
(2005), anticorpos IgY foram produzidos contra
Staphylococcus aureus. Os anticorpos foram
capazes de reduzir o crescimento bacteriano para
sete unidades formadoras de colonia (U.F.C) em
comparagdo com 45 U.F.C, sem a presenca IgY,
ambos analisados ap6s 12 horas. A atividade de
IgY pode estar relacionada com a habilidade de
neutralizar sitios de comunicacdo celular,
impedindo a reproducdo bacteriana, o0 que
demonstra o potencial profilatico e até terapéutico
para infec¢Bes, ndo somente como método de
diagnostico. Outro estudo envolvendo
Streptococcus mutans, a partir de isolados de
pacientes com carie dentaria, demonstrou que o
IgY além de inibir a formacdo de biofilme dos
isolados, alterou o perfil proteico bacteriano. Dessa
maneira, Bachiar e colaboradores (2016) sugeriram
a IgY aviaria como estratégia promissora para
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fornecer um nivel de protecdo contra cérie causada
por S. mutans.

Xu e colaboradores (2018) avaliaram os
efeitos clinicos de anticorpos IgY produzidos
contra Porphyromonas gingivalis como método de
tratamento de periodontite cronica moderada a
grave. O estudo envolveu 60 pacientes que foram
tratados com enxaguante bucal contendo IgY
avaliados, sendo acompanhados por quatro
semanas. Apesar de ndo ter apresentado diferenga
significativa em comparacdo com o grupo placebo,
0s anticorpos melhoraram o aspecto clinico da
doenca, podendo dentro de limitagbes, serem
utilizados em métodos de imunidade passiva para
tratamento da doenga.

4.5 Citotoxicidade

Atualmente, estudos envolvendo
diferentes tipos de anticorpos produzidos contra as
proteinas DR4 e DR5 (receptores de membrana
associados a apoptose em células sadias) estdo em
fase de estudos clinicos, embora todos sejam
ineficientes sozinhos, precisando estar associados
a tratamentos quimiotroficos. Nos estudos de
Amirijavid e colaboradores (2016), anticorpos IgY
especificos foram produzidos contra um pequeno
dominio extracelular da proteina DR5, no intuito
de mimetizar um indutor de apoptose. Nessa
investigacdo, verificou-se através de citometria de
fluxo, que IgY induziu células cancerosas de
cancro de mama a apoptose em contraste com o
efeito ndo apoptotico em hepatdcitos, que tiveram
proliferacdo celular normal na presenca do
anticorpo. A especificidade de IgY na indugdo de
apoptose em células cancerosas demonstrou o
direcionamento especifico, demonstrando
potencial para aplicacdo terapéutica, com efeitos
colaterais reduzidos por via apoptotica.

Varios pesquisadores ja demonstraram que
a utilizacdo da imunoglobulina aviéria especifica
pode ser Util na prevencgdo e tratamento de doencas
infecciosas e parasitarias. Baseado nessas
evidéncias, Grando e colaboradores (2017)
realizaram um estudo sobre o efeito citotoxico de
anticorpos 1gY produzidos contra 0 parasita
Trypanosoma cruzi, frente a células sadias, visto
que ndo ha vacina licenciada, t&0 pouco um
tratamento efetivo. Através do ensaio de
proliferacdo celular, verificou-se que os anticorpos
IgY ndo tiveram atividade citotoxica sobre a
proliferacdo de células VERO (célula renal) nem
sobre as células mononucleares. Além disso, foi

Scientia Amazonia, v. 8, n.1, B44-B55, 2019

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

B51

ISSN:2238.1910

demonstrado por Western blot que IgY (produzidos
contra forma promastigota do parasita) reagiu com
proteinas da espécie Trypanosoma evansi, além da
espécie T. cruzi, ndo podendo ser utilizado para
diagnostico especifico.

4.6. Dietético contra patdgenos intestinais:
parasitas, bactérias e virus

Xu e colaboradores (2013) produziram e
avaliaram anticorpos IgY contra o parasita Eimeria
tenella, os quais foram obtidos através de
imunizacdo oral com cinco espécies do parasita. A
titulacdo de 1gY alcancou 1:163840, com média de
9,2mg/mL de gema e isolamento com 98% de
pureza. O anticorpo liofilizado foi administrado
por via oral em aves neonatais desde o primeiro dia
de vida, como suplemento alimentar em varias
dosagens (0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,10%, 0,5% e
1,0%) por um periodo de 18 dias. As aves foram
desafiadas oralmente com oocistos esporulados do
parasita e sofreram eutandsia oito dias apds o
desafio, para avaliacdo do efeito profilatico. Todas
as dosagens de IgY promoveram a reducdo da
mortalidade das aves, ganho de peso corporal e
reducdo da lesdo tecidual cecal, quando
comparadas ao controle. Porém, a concentragdo de
0,05% de IgY foi a que reduziu significativamente
a lesdo tecidual nas aves, ndo tendo diferenca
significativa entre dosagens 0,5% e 1,0%. Esses
dados evidenciam que a suplementagdo alimentar
com IgY especifico representa uma estratégia
promissora na prevencao contra coccidiose aviaria.

Em um estudo semelhante, Kumaran e
colaboradores (2018) produziram IgY contra uma
cepa virulenta de Vibrio harvey, uma bactéria
oportunista comum em crustdceos que Sao
cultivados para comércio. Para verificar a
capacidade de resisténcia ao trato gastrointestinal
do crustaceo, a IgY anti-vibrio foi testada por
ELISA ap6s exposicdo a acdo de diferentes
enzimas digestivas como pepsina e quimiotripsina,
e posteriormente, a IgY aviaria foi incorporada a
dieta de Fenneropenaeus indicus. Isto impulsionou
o0 sistema imunologico dos crustaceos desafiados,
que em decorréncia da aglutinacdo da bactéria
promoveu a reducdo da proliferacdo celular do
patdgeno no intestino; o que foi confirmado por
meio da andlise de alteracbes hematoldgicas e
imunoldgicas do crustaceo. Esses dados
demonstram a potencial aplicacdo da IgY aviéria
como método profildtico contra bactérias que
colonizam o intestino e, sugerem um conceito de
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anticorpos comestivel em alternativa aos
antibioticos convencionais.

Estudos recentes de Vegas e colaboradores
(2015) produziram IgY especifico contra rotavirus
do grupo A (RVA), a principal causa de
gastroenterite em neonatos animal e humano.
Bovideos neonatos com 36 horas de vida foram
separados para sete dias de tratamento em trés
grupos: com IgY especifico (G1), sem IgY (G2) e
outro privado de colostro e IgY (G3). Todos os
animais foram inoculados por via oral com uma
linhagem indiana de rotavirus  bovino,
desenvolvendo gastroenterite dentro de duas horas,
consequentemente. Em comparagdo com grupos
controles, o grupo de bovinos submetidos ao
tratamento com IgY especifico por via oral, duas
vezes ao dia, durante uma semana teve a severidade
da doenca reduzida. Verificaram que o0 grupo
tratado com IgY, teve reducdo da diarreia e
eliminacdo da infeccdo viral antes do grupo
controle; reducdo da liberacdo de virus nas fezes e
de alguns sintomas como hipertermia, anorexia e
desidratacdo, presente nos grupos G2 e
principalmente no grupo G3.

Provavelmente, houve a modulag&o positiva da
resposta imune humoral local promovida pela IgY
aviaria, observada ao final do experimento em
todos 0s animais ao se constatar por ELISA a
presenga de IgGl e IgA nas fezes dos animais.
Vegas e colaboradores (2015) relacionaram a
imunoterapia passiva oral a respostas GALT, e
verificaram que no grupo G1 tais respostas foram
significativamente superiores as respostas dos
grupos controle G2 e G3. E baseado nestes achados
seria fundamental desenvolver uma gema
pulverizada polivalente dirigido a varios patdgenos
relacionados com a diarreia neonatal de bovinos,
como estratégia preventiva e terapéutica, o que
pode ajudar a superar o problema com a resisténcia
microbiana aos antibidticos. Posteriormente,
Vegas e colaboradores (2015) por meio de ELISA,
verificaram a estabilidade da IgY de gema de ovo
pulverizada produzidas contra a estirpe de
rotavirus mantidas em diferentes condicGes de
armazenagem por dois anos, em embalagens de
aluminio trilaminar. Os anticorpos anti-rotavirus
mantidos a temperatura ambiente e a 4°C reagiram
com a estirpe indiana, enquanto os mantidos a
30°C, 40°C e 70°C perderam atividade ao longo do
tempo, tendo estado microbioldgico aceitavel até
360 dias se mantidas a temperatura ambiente e 720
dias a 4°C, e por isso é recomendavel mais estudos
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para determinar a seguranca e Vviabilidade
comercial de produtos baseados em anticorpos
IgYy.

Xu e colaboradores (2019) também
investigaram o efeito profilatico de IgYcontra
Shewanella marisflavi AP629, 0 agente causador
da sindrome da ulcera cutanea em pepinos-do- mar.
A IgY especifica produzida inibiu
significativamente o crescimento do patdgeno em
meio liquido de maneira dose-dependente,
reduzindo a viabilidade celular bacteriana através
da aglutinacdo na superficie da membrana celular,
observados através de microscopia eletronica de
varredura e microscopia de varredura a laser
confocal. Os pepinos-do-mar foram distribuidos
em diferentes grupos, correspondentes a dieta com
adicdo de 10%, 5% e 1% de gema pulverizada,
promovendo uma taxa de sobrevivéncia ao desafio
de 57%, 52% e 30%, respectivamente. O estudo
demonstrou que a atividade fagocitica foram
estimuladas apés o tratamento com IgY,
funcionando como um imunomodulador positivo.

4.7 Desafios atuais

Em alguns estudos, os efeitos benéficos da
utilizagdo de IgY por via oral para o controle de
crescimento microbiano nem sempre foram
consistentes e isto se deve a degradacdo que sofre
durante a passagem pelo trato gastrointestinal. Ja
ha trabalhos relatando que IgY é bastante resistente
a acdo de proteases intestinais, apesar da atividade
diminuir em condicGes de pH de 3,5 e perder
atividade em condicGes de pH 3 pela presenca de
pepsina no intestino animal (Li et al. 2015). E
sendo o intestino delgado o principal alvo para
entrega de IgY, este precisa ser resistente a
passagem gastrica. Em contraste com essa
possibilidade, técnicas de microencapsulacéo tem
sido desenvolvida no intuito de proteger o
anticorpo da inativacao gastrica.

Nos estudos de Bellingeri e colaboradores
(2015) verificou-se que particulas de hidrogel de
acrilamida podem eficientemente incorporar e
proteger a IgY de condigdes gastricas simuladas.
No entanto, ndo conseguiram mostrar a liberagéo
completa de IgY, provavelmente devido a
interacBes hidrofdébicas com a rede polimérica do
hidrogel; precisando ser mais estudados para
aplicagdo comercial. Em estudos semelhantes,
Ghaffarian e colaboradores (2016) investigaram
anticorpos revestidos em nanoparticulas para
protecdo das condicBes gastricas e tratamento de
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patologias gastrointestinais. Foi constatado que
devido a protecdo fornecida pelas céapsulas de
alginato-quitosana houve pouca liberacdo de IgY
(10%) em pH géstrico, tendo liberacdo de 75-85%
em pH intestinal, fornecendo 38-65% anticorpos
no trato gastrointestinal e protecdo trés a quatro
vezes maior comparadas aos anticorpos néo
encapsulados. Logo, a microencapsulacdo de

anticorpos especificos pode possibilitar um
direcionamento  efetivo no contexto de
administracdo oral de anticorpos.

Em contexto semelhante, Ehsani e

colaboradores (2018) avaliaram o efeito das
propriedades antimicrobianas de IgY revestidas
com quitosana em filé de Truta Arco-iris durante o
resfriamento. Nesse estudo, filés de peixe fresco
foram recobertos com solugdo de quitosana
contendo anticorpos IgY com diferentes
especificidades a 60mg/mL, que foram
refrigerados por 16 dias e analisados quanto a
gualidade  sanitéria. Houve  crescimento
microbiano em todas as amostras durante o periodo
de armazenamento, porém as amostras revestidas
com quitosana contendo IgY tiveram retardo
significativo de crescimento bacteriano tendo
qualidade sanitaria prolongada por cerca de quatro
dias, comparado as amostras revestidas somente
com quitosana. Logo, o revestimento de quitosana
contendo IgY prolonga a qualidade de polpa de
peixe armazenadas a 4°C e pode ser um candidato
promissor a aditivos naturais.

5. Considerac0es Finais

A tecnologia IgY ndo necessita de amostragem
de sangue do animal para producéo de anticorpos,
somente 0s OVOS S0 necessarios para a obtencao
destes ap6s a imunizagdo, além disso s&o
necessarias baixas quantidades de antigenos para
obter alto titulo de anticorpos e de longa duracao,
0 que consolida a tecnologia como alternativa
altamente eficiente para producgdo de anticorpos
policlonais.

O surgimento de bactérias resistentes a
antibioticos e a relagdo entre o alto custo produtivo
dos anticorpos monoclonais, colaboraram para o
reconhecimento da tecnologia IgY como uma
promissora alternativa produtiva econémica em
relacdo aos anticorpos de mamiferos; ndo s6 para
utilizagdo em imunodiagnéstico como também
para uso em imunoprofilaxia e imunoterapia.
Apesar disso, ainda sd0 necessérias pesquisas
continuas para o desenvolvimento de melhorias
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nos aspectos de producdo como, protocolos de
imunizacdo e adjuvantes recomendados, técnicas
de extracdo e eficientes métodos de purificacéo;
pois permanecem bem menos caracterizados em
relacdo aos seus equivalentes mamiferos. Os
possiveis efeitos especificos da aplicagcdo em salde
animal e humana, a curto e longo prazo também
devem ser explorados e mais elucidados através de
estudos clinicos exaustivos, apesar da tecnologia
IgY j& estar presente em alguns alimentos
funcionais disponiveis no mercado. Outros campos
de pesquisa tém sido abertos como a combinacéo
das vantagens dos anticorpos monoclonais e
anticorpos aviarios, bem como producdo de
alimentos saudaveis modernos através do designer
de ovos hiperimune e por isso espera-se que 0S
beneficios da tecnologia IgY se expandam e
desempenhe  efetivo papel em pesquisa,
diagnostico e terapia futuramente.

Divulgacéo

Este artigo € inédito e ndo esta sendo considerado
para qualquer outra publicacdo. Os autores e
revisores nao relataram qualquer conflito de
interesse durante a sua avaliacdo. Logo, a revista
Scientia Amazonia detém os direitos autorais, tem
a aprovacdo e a permissdo dos autores para
divulgacdo, deste artigo, por meio eletrénico.
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