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RESUMO

BERNARDO, Aline Rodrigues. Tecnologia IgY: producdo de anticorpos aviarios para
Leishmania (Leishmania) amazonensis com 0 uso éetico dos animais de experimentacao.
2009. 49 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias, Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

A produgdo de anticorpo especifico (IgY) em galinhas (Gallus gallus domesticus) e sua
purificacdo a partir da gema do ovo vem atraindo o interesse da comunidade cientifica devido
as inumeras vantagens sobre os anticorpos IgG de mamiferos. Baixo custo, producdo em
quantidades elevada, reconhecimento de proteinas altamente conservadas de mamiferos, além
de se evitar o sofrimento e morte de animais de experimentagdo, sdo as principais vantagens.
O objetivo geral de nosso estudo foi desenvolver, padronizar e implantar a “Tecnologia IgY”
para producdo de anticorpos avidrios, tendo como meta a obtencdo de IgY-especifica para
formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Inicialmente, foi realizada
adequacdo de dois métodos de precipitacao e a comparagao entre eles, visando a obtengao da
IgY pura a partir da gema de ovos brancos adquiridos no comércio. O método de purificagdo
empregando polietienoglicol (PEG-6000) foi capaz de extrair IgY com pureza comparavel ao
padrdo IgY comercial (Sigma) e superior a obtida pelo método com sulfato de amonio 25%.
Posteriormente, galinhas foram inoculadas com trés doses de antigeno inativado (formas
promastigotas de L. amazonensis) misturados com adjuvante incompleto de Freund, nos
tempos 0, 14 e 21 dias, por via intramuscular. Elevado rendimento da IgY total e especifica
foi obtido, sendo determinado através dos métodos de Bradford e ELISA, respectivamente. Os
anticorpos IgY apresentaram elevada especificidade (Imunofluorescéncia indireta),
sensibilidade e avidez (ELISA) para formas promastigotas de L. amazonensis, a partir da
segunda imunizag¢do. O nivel de anticorpos IgY-especificos permaneceu elevado até o final da
analise, por volta do 56° dia. Com base nos resultados obtidos podemos concluir que a
“Tecnologia IgY” possibilita a obtencdo de anticorpos com alta especificidade e sensibilidade,
de forma ética, podendo ser utilizada com sucesso em diversos campo da ciéncia.

Palavras-chave: IgY, PEG-6000, Leishmania amazonensis.



ABSTRACT

BERNARDO, Aline Rodrigues. IGY Technology: production of antibodies to broiler
avian Leishmania (Leishmania) amazonensis with the ethical use of animals for
experimentation. 2009. 49 p. Dissertation (Master of Science, Animal Health). Institute of
Veterinary, Department of Veterinary Parasitology, University Rural of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

The production of specific antibody (IgY) in chickens (Gallus gallus domesticus) and its
purification from the yolk of the egg is attracting the interest of the scientific community due
to the numerous advantages of the IgG of mammals. Low cost, high volume production,
recognition proteins highly conserved in mammals, in addition to preventing the suffering and
death of animals for experimentation, are the main advantages. The aim of our study was to
develop, standardize and deploy the “technology IgY” for aviaries production of antibodies
with aim to obtain IGY-specific forms to promastigotes of Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Initially, matching was performed by two methods of precipitation and the
comparison between them, to obtain the pure IgY from the yolk of egg white obtained in
trade. The method of purification employing polietienoglicol (PEG-6000) was able to extract
IgY with purity comparable to commercial standard IgY (Sigma) and more than obtained by
the method with 25% ammonium sulfate. Later, chickens were inoculated with three doses of
inactivated antigen (promastigotes forms of L. amazonensis) mixed with incomplete Freund's
adjuvant, at 0, 14 and 21 days, IM route. High yield of total and specific IgY was obtained, as
determined by the methods of Bradford and ELISA, respectively. The IgY antibodies showed
high specificity (indirect immunofluorescence), sensitivity and avidity (ELISA) for
promastigotes forms of L. amazonensis, from the second immunization. The level of IgY-
specific antibodies remained high until the end of the analysis, around 56 days. Based on the
results we can conclude that the "Technology IgY" allows to obtain antibodies with high
specificity and sensitivity, in ethics, can be used successfully in various fields of science.

Key words: IgY, PEG-6000, Leishmania amazonensis.
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1 INTRODUCAO

A “Tecnologia IgY” esta pautada na imunizag@o de galinhas (Gallus gallus domesticus)
e na extracdo de anticorpos IgY-especificos da gema do ovo. Esta tecnologia ¢ aceita
internacionalmente como um método alternativo pelo Centro europeu para validagdo de
métodos alternativos e pelo Office vetérinaire federal da Sui¢a por se tratar de um
procedimento ndo invasivo.

Atualmente ndo hd duvidas que anticorpos aviarios possam ser produzidos e utilizados
de forma similar aos anticorpos de mamiferos. Dependendo das circunstancias envolvidas, o
emprego de anticorpos IgY oferece uma série de vantagens econdmicas: galinhas apresentam
menor custo no mercado do que coelhos e cabras na producdo de 17-35 gramas de IgY
total/ano, muito mais que a quantidade de anticorpos produzidos em coelhos no mesmo
periodo; além disso, a grande quantidade de anticorpos obtidos favorece seu emprego no
campo da terapia e/ou profilatico na medicina humana e veterinaria.

Diversos experimentos ja demonstraram com sucesso o uso da IgY no diagndstico € no
tratamento de diversas patologias como a diarréia em suinos, bovinos e humanos; na
profilaxia da carie dentaria; na producdo de anti-venenos de cobra; no tratamento bacteriano
de peixes e at¢ mesmo, no campo do bioterrorismo, com o uso de anticorpos aviarios
especificos para detec¢do e neutralizagdo de toxinas.

A Leishmaniose ¢ uma doenca parasitaria de distribuicdo mundial, transmitida para
humano por flebotomos infectados pelo protozoario do género Leishmania. E classificado
pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) como categoria I do Programa de Doencas
Tropicais, referente a doengas emergentes e fora de controle, sendo atualmente considerada a
3" doenga em importincia mundial com transmissdo por vetor.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) estd entre as endemias de maior
importancia em saude publica no Brasil, devido sua ampla distribuicdo pelo territdrio
nacional, a ocorréncia de formas clinicas graves e pelas dificuldades referentes ao diagnostico
e tratamento. Existem pelo menos sete espécies de leishmanias descritas, sendo que no Brasil
a Leishmania (Viannia) braziliensis ¢ Leishmania (Leishmania) amazonensis sdo as espécies
mais amplamente distribuidas.

A importancia dos animais domésticos na manutencdo da LTA vem sendo revista na
literatura, sugerindo que os cdes podem desempenhar papel fundamental nas areas endémicas
urbanas, como principal reservatorio doméstico ou elo na cadeia de transmissdo humana.
Recentemente, felinos vem sendo acometidos pela LTA, havendo relatos na literatura de
leishmaniose cutanea felina por L. amazonensis e L. brasiliensis no Brasil.

A caracterizagdo das espécies de Leishmania tem implicagdes ndao s6 epidemioldgicas
como também no progndstico e na terapéutica. O desenvolvimento de métodos mais sensiveis
de detecgdo de Leishmania continua sendo objetivo de estudo de multiplos investigadores em
todo mundo.



O objetivo geral de nosso estudo foi desenvolver, padronizar e implantar a “Tecnologia
IgY”, produzindo anticorpos aviarios contra antigenos de Leishmania amazonensis (formas
promastigotas).

No intuito de alcancar tal objetivo, tragamos as seguintes metas:

e Avaliar métodos de extracdo de IgY a partir da gema do ovo, levando-se em conta a
pureza dessa preparagao;

e Analisar o rendimento total e antigeno-especifico da IgY obtida;

e [Estudar a cinética de aparecimento da IgY na gema dos ovos de galinhas imunizadas
com formas promastigotas de L. amazonensis;

e Avaliar a especificidade e a avidez dos anticorpos produzidos.



2. REVISAO DE LITERATURA

A obtencdo de anticorpos IgY a partir da gema de ovos de galinhas imunizadas com
um antigeno especifico vem sendo muito empregada na pesquisa biomédica, principalmente
para proteinas altamente conservadas entre diferentes espécies de mamiferos (TINI et al.,
2002). As aves possuem distancia evolucionaria suficiente para que proteinas de mamiferos
possam ser reconhecidas como estranhas e provoquem uma resposta imune humoral na ave.
Por esse motivo, ndo foi possivel produzir anticorpos de mamiferos para uma forma anormal
de proteinas prion (PrP), enquanto em galinhas, elevadas quantidades de anticorpos IgY
purificados da gema de ovos foram obtidos e empregados como ferramenta no diagnoéstico e
estudo da encefalopatia espongiforme bovina (SOMERVILLE et al., 1997).

Klemperer, em 1893, foi o primeiro a demonstrar que a imunizacdo de galinhas
resultava na transferéncia de anticorpos especificos para a gema do ovo. A inoculagio de ratos
com extratos de gemas obtidas de ovos de galinhas imunizadas com caldo de cultivo de
Clostridium tetani os protegeram contra posteriores desafios letais da toxina inoculada
intraperitonealmente. Os ratos que nao receberam o extrato de gema anteriormente ao desafio
letal da toxina morriam rapidamente (apud MOREIRA, 2007). Este experimento demonstrou
a protecao especifica na gema, conhecida hoje como transferéncia passiva de anticorpos.

Apesar dos otimos resultados, estes conhecimentos ndo foram utilizados para fins
cientificos. Somente a partir do final da década de 1950, com a preocupagdo do bem estar
animal, este tema foi atualizado por Russel e Burch (1959) que citaram a obtencdo da IgY, a
partir de ovos de galinha, como uma técnica alternativa para reduzir o sofrimento de animais
utilizados na pesquisa (apud RUSSEL;BURCH, 1992).

A partir de 1980 a IgY passou a ser mais utilizada nos ensaios laboratoriais, devido a
disponibilidade de reagentes comerciais para a purificacdo rapida e simples da IgY, de padrao
IgY comercial e de anticorpos especificos anti-IgY marcados com fluoresceina, fosfatase
alcalina ou peroxidase (CHACANA et al., 2004).

O conceito “Tecnologia IgY™, criado em 1995 por C. Staak, ¢ definido pela obtencdo e
o uso da imunoglobulina G das galinhas (IgY), a partir da gema do ovo (apud CHACANA et
al., 2004). O estudo da IgY vem sendo estimulado nas ultimas décadas, principalmente
quando se observa o custo de produgao, a facilidade de manejo e o aumento da producao de
ovos por ave (280 ovos/ano) (Karlsson et al., 2004). Individualmente, uma galinha ¢ capaz de
produzir muito mais anticorpos que coelhos, cabras, equinos e roedores (SCHADE, 2001).

O Centro Europeu para Validacdo de Métodos Alternativos recomenda o uso da IgY
em substituicdo a IgG de mamifero, na tentativa de se reduzir o sofrimento ¢ morte de animais
experimentais. A tecnologia IgY também foi aprovada como método alternativo em favor do
bem estar animal pelo Office Vétérinaire Federal da Suica (CHACANA et al.,, 2004;
SCHADE et al., 2005).



2.1 Sistema imune humoral nas galinhas

A semelhanca dos demais vertebrados, as galinhas também produzem anticorpos
especificos para prote¢do contra organismos invasores. Uma vez estimuladas por antigenos e
com assisténcia apropriada das células T helper, as células B se diferenciam em células
plasmaticas produtoras de anticorpos. Todavia, o desenvolvimento das células B nas aves ¢
diferente quando comparado ao dos mamiferos.

As células B precursoras, originadas das células tronco, crescem primeiramente no
saco vitelino e, subsequentemente, na medula dssea. Essas células pré-B migram da medula
Ossea para um 6rgdo unico das aves denominado Bursa de Fabricius, localizado préoximo a
cloaca (TIZARD, 2002).

A Bursa de Fabricius alcanga seu tamanho maximo entre 8-10 semanas, ap6s a eclosao
dos ovos e involui gradativamente (CIRIACO et al., 2003). A remogao cirtirgica da Bursa
promove diminui¢ao importante na concentracdo de anticorpos circulantes, o desaparecimento
das células B e das células plasmaticas. A bursectomia no inicio do estidgio embrionario leva a
geracao de poucas células precursoras, incapazes de produzir anticorpos especificos em
resposta a um antigeno. A Bursa de Fabricius ndo ¢ indispensavel para a produgdo de
moléculas de anticorpos, mas apresenta um papel critico na criagdo, diversificagdao e expansao
do repertério dessas moléculas. E na Bursa que os genes das imunoglobulinas presentes na
superficie das células B sdo rearranjados e sua diversidade aumenta para que as aves possam
responder a uma enorme variedade de antigenos nesse ambiente. Essa diversificagdo, isto €, o
desenvolvimento do repertério de anticorpos, ocorre dentro dos foliculos bursais, por um
processo chamado conversao génica (RATCLIFFE, 2006).

Somente ap6s seu amadurecimento no microambiente da Bursa, as células B ja
maduras migram para os orgdos linfoides secundarios, onde podem encontrar antigenos
externos e secretar anticorpos. Dependendo do antigeno e do ensaio sorologico utilizado,
anticorpos sdo usualmente detectados no soro entre 4 a 8 dias apds a administragdo do
antigeno (TIZARD, 2002).

Anticorpos sdo glicoproteinas altamente conservadas em sua estrutura geral (4 cadeias
peptidicas, sendo 2 pesadas e 2 leves) que pertencem a superfamilia das imunoglobulinas.
Cada anticorpo ¢ formado por dois pares de cadeia pesada e dois pares de cadeia leve e, cada
cadeia ¢ codificada pelo seu proprio locus génico especifico. Ao contrario dos mamiferos, que
possuem dois diferentes loci para codificar cadeia leve (tipo kappa e lambda), as galinhas t€ém
apenas um locus para cadeia leve (tipo lambda). As galinhas também possuem apenas um
locus para cadeia pesada com trés genes para regido constante. Cada gene codifica uma cadeia
pesada (i, o e v) gerando trés classes de imunoglobulinas IgM, IgA e IgY, respectivamente
(TIZARD, 2002).

Imunoglobulina M: a estrutura e as propriedades da IgM das galinhas sdo similares
as dos mamiferos. E uma imunoglobulina polimérica (900 kDa), formada por cinco
mondmeros, embora uma pequena quantidade de IgM monomérica (180 kDa) pode ser
detectada. Além de ser predominante no soro, a IgM também ¢ encontrada no liquido seminal,
na bile, no contetdo intestinal e na clara dos ovos. Por ser multivalente, a IgM ¢ mais
eficiente que a IgY nos testes de aglutinagdo e sua concentragdo no soro varia de 0,71 + 0,18
mg/mL a 1,25 mg/mL (TIZARD, 2002).



Imunoglobulina A: a IgA é predominante nas secregdes intestinal e respiratoria ¢ na
clara do ovo, sendo responsdvel pela protecdo das mucosas contra invasdes microbianas. A
IgA existe nas formas dimérica (340 kDa), contendo cadeia J, e monomérica (170 kDa). A
IgA ¢ produzida nos tecidos linféides difusos da vesicula biliar e no trato intestinal superior,
sendo encontrada em alta concentracdo na bile e no fluido intestinal, na forma de IgA
secretoria (IgA complexada a uma peca secretoria de 350 kDa). A concentragdo sérica da IgA
estd em torno de 0,6 mg/mL (TIZARD, 2002).

Imunoglobulina Y: a IgY ¢ o anticorpo predominante no soro das galinhas (4,5 a 5,0
mg/mL) e corresponde a IgG dos mamiferos. De forma andloga a IgG, a estrutura da IgY ¢
composta de duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, com peso molecular em torno de 180
kDa. A cadeia leve da IgY pesa em torno de 18 kDa e o seu fragmento Fab, pesa em torno de
45 kDa (SUN et al., 2001). Sua cadeia pesada (v), com peso molecular entre 65-105 kDa,
apresenta certa homologia entre seus dominios constantes com os da IgG de mamifero,
mesmo possuindo um dominio constante a mais (BIZANOV; JONAUSKIEN, 2004). Além
desse dominio constante a mais, a regido de dobradica da IgY ndo ¢ desenvolvida como na
IgG de mamiferos mas, os residuos de prolina (acido pirrolidino-2-carboxilico) e glicina
existentes entre as regides Cvl- Cv2 e Cv2- Cv3 possibilitam a flexibilidade limitada do
fragmento Fab da IgY, conforme podemos observar na figura (NARAT, 2003).
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Figura 1. Estrutura das imunoglobulinas de mamifero (IgG) e de galinhas (IgY)
(http://www.mcmaster.ca/inabis98/immunology/szabo0509/two.html).

Estudos estruturais e da seqiiéncia protéica indicam que a IgY ocorre nas classes dos
anfibios, répteis e aves, diferentemente da IgG, presente somente em mamiferos (WARR et
al., 1995). A molécula IgY ¢ mais hidrofébica do que a IgG, apresenta ponto isoelétrico entre
5,7-7,6, € mais sensivel a desnaturacdo acida (perde completamente sua atividade na faixa de
pH entre 3 e 4) do que a desnaturacao térmica, sendo estavel a temperaturas acima de 60 °C
(JARADAT; MARQUARDT, 2000; DAVALOS-PANTOJA et al., 2000). Apresenta
estabilidade variavel em diferentes temperaturas de conservagao; mantida em temperatura
ambiente, a meia vida da IgY ¢ superior a 6 meses e a 37 °C ¢ de apenas um més. Quando
congelada a -70°C por 12 meses, a IgY perde aproximadamente 50% de sua atividade,
enquanto congelada a -20°C, pelo mesmo periodo, a perda ¢ minima (LEE et al., 2002;
STAAK et al., 2001).



2.2 Resposta de anticorpos

A resposta de anticorpos em aves ¢ geralmente similar & observada em mamiferos. A
IgM ¢ formada predominantemente durante a resposta imune primaria, sendo detectada 72
horas apo6s a inoculacdo de um antigeno; entretanto, a resposta ¢ curta. Apds uma unica
inoculacdo de um antigeno protéico, ocorre um pico de IgM entre o 4° ¢ 8° dias, que declina
rapidamente e ¢ acompanhada pela producdo de anticorpos IgY. Entretanto, a qualidade e
quantidade dessa resposta dependem de diversos fatores como: dose do imunogeno, tipo de
adjuvante, via de aplicacdo, linhagem da galinha, idade e manejo (SCHADE et al., 2005).

A dose de antigeno utilizada para imunizacdo ¢ bastante variada. Varios autores
tiveram bons resultados utilizando 0,010 a 1,0 mg de antigeno ou entdo 10’ células/mL, no
caso de bactérias. Esta dose pode ser associada a um adjuvante para melhorar a resposta
imunologica (SCHWARZKOPT et al., 2001; AMARAL et al., 2002; KINDLEIN, 2002).

Os adjuvantes sao moduladores que estimulam as células B de forma independente e
ndo especifica. Eles promovem resposta imune celular e humoral e induzem uma memoria
imunologica de melhor magnitude. O processo inflamatoério local gerado pelos adjuvantes
possibilita uma liberag¢@o prolongada do antigeno tendo desta forma um efeito prolongado. O
adjuvante mais empregado em experimentagao animal ¢ o adjuvante de Freund, sendo mais
tolerado em galinhas do que coelho (SCHWARZKOPT et al., 2001; SCHADE et al., 2005).

Atualmente, a via de administragdo mais comum para imuniza¢do em galinhas ¢ a
intramuscular, mas ha autores que utilizam outras vias, como: subcutanea, endovenosa ou
oral. No caso da via endovenosa, ndo se pode associar adjuvante e a aplicacdo tem que ser
feita de forma lenta para evitar choque anafilatico (SCHADE et al., 2005).

Outro fator que influencia no sucesso de uma imunizacdo ¢ o intervalo entre a
administracdo das doses. Ha autores que fazem as administra¢cdes com zero, 14 e 28 dias,
outros inoculam uma vez por semana, durante sete semanas consecutivas, ou entdo com
intervalo de dez dias, entre as doses de refor¢o. Como visto, existem distintos protocolos,
porém o mais importante ¢ que esses intervalos sejam suficientes para o desenvolvimento da
memoria imunologica. Inoculagdes frequentes e em intervalos de tempo curtos podem resultar
na depressao do sistema imune (SCHADE et al., 2005).

Além de todos os cuidados com o preparo do imunogeno, deve-se ter em mente que a
resposta imune pode ser influenciada por fatores nutricionais, genéticos ou relacionados ao
manejo.

Os niveis de nutrientes Otimos para o crescimento, ganho de peso e conversio
alimentar maximo nao sdo suficientes para uma resposta imune adequada (KLASING, 1998).
Para alcancar uma resposta imune eficiente, sdo necessarios niveis mais altos de alguns
ingredientes do que realmente ¢ recomendado para crescimento e produgdo. Por outro lado,
alguns elementos presentes na dieta das aves podem alterar a resposta imune, como: metais
pesados, micotoxinas e contaminantes (MORGULIS, 2002).

A selecdo genética, objetivando inicialmente o ganho de peso e conversdo alimentar,
acabou por selecionar aves que produzem menos anticorpos que linhagens utilizadas na
década de 50. Os hormdnios também sdo capazes de alterar diversos parametros da resposta



imune; desta forma aves altamente produtoras de anticorpos possuem baixos niveis de
testosterona (MORGULIS, 2002).

O manejo incorreto promove a liberacdo de altas cargas de corticosterona, podendo
ocasionar a involugdo dos tecidos linfoides (timo, bursa de Fabricio e baco) e a supressao da
imunidade humoral e celular. Por isso, os cuidados com o manejo de luz, alimentagdo, higiene
e vacinagdes se iniciam nas primeiras semanas de vida (EDANS et al., 1983; GLICK, 1980;
GROSS et al., 1980; SIEGEL, 1971).

2.3 Transferéncia passiva da imunidade em galinhas

A transferéncia de imunoglobulinas da mae para o filho ¢ comum em muitas espécies
de vertebrados (BRAMBELL, 1970). Em mamiferos, essa transferéncia passiva ocorre no
utero ou apds o nascimento, através da ingestdo do colostro ou leite. Em ambos os casos, a
IgG ¢ transportada através de uma barreira celular, via transcitose, por um receptor especifico
para a fracdo constante da IgG, denominado FcRn (GHETIE; WARD, 2000). Todavia, a
transferéncia passiva da imunidade ndo esta confinada aos mamiferos, ocorrendo também em
aves e em alguns répteis (TIZARD, 2002).

Em galinhas, os recém-nascidos emergem de um ambiente estéril (ovo) e, como
acontece nos mamiferos, necessitam de uma assisténcia imunologica temporaria para
sobreviverem a um ambiente indspito. As imunoglobulinas séricas sdo rapidamente
transferidas do soro para o ovo ainda em formagdo no ovario da ave. A IgY ¢ transportada
ativamente para gema, através do epitélio folicular. As imunoglobulinas se ligam a um
receptor especifico, denominado FcRY, homologo ao receptor para fosfolipase A2 e distinto
do receptor FcRn dos mamiferos (WEST et al., 2004). A quantidade transferida esta
relacionada com a concentragdo no soro sanguineo da galinha, sem nenhum tipo de selecio
prévia para sua especificidade (MOHAMMED et al., 1998; MORRISON et al., 2001;
KITAGUCHI et al., 2007). Quando o ovo passa pelo oviduto, a [gM e a IgA presentes nas
secre¢des do oviduto sdo incorporadas, junto com a albumina, a clara do ovo, em quantidades
limitadas (CARLANDER et al., 2002).

Para que haja transferéncia da IgY para a gema, ¢ necessario que a fracdo Fc da
imunoglobulina esteja intacta, j& que ¢ preciso a ligagdo desta fracdo com receptores
especificos presentes no epitélio do oocito (MORISSON et al., 2001; DE SOUSA, 2008).
Acredita-se também, que as imunoglobulinas IgA e a IgM de galinha sdo excluidas da gema
do ovo devido a sua caracteristica estrutural (KITAGUCHI et al., 2007).

Em resposta a uma imunizagdo, os anticorpos s€ricos ¢ da gema podem ser detectados
apds um periodo de sete a dez dias, respectivamente; porém, flutuagdes podem ocorrer no
periodo de aparecimento e nos niveis desses anticorpos. A vida média da IgY na circulagdo de
uma galinha adulta ¢ curta e varia entre aproximadamente 36 a 65 horas (PATTERSON et al.,
1962; WOOLLEY; LANDON, 1995). A concentragdo de IgY na gema independe do tamanho
do ovo e ¢ proporcional a concentra¢dao de IgY no soro materno, podendo variar entre 10 e 20
mg/mL de gema e de 100 a 400 mg de IgY por ovo. Esta variagdo depende da linhagem
genética ou raga da ave e do seu biorritmo (CARLANDER et al., 2002; DOHMS et al., 1978).



Com o desenvolvimento embrionario, o pinto absorve a IgY da gema, que passa para a
circulagcdo sanguinea. As IgA e IgM maternas se difundem através do liquido amnidtico e sdo
ingeridas pelo embrido de forma que ao nascimento, o pinto possui a IgY no soro e IgM e IgA
na mucosa do intestino (TIZARD, 2002).

2.4. Composicdo da gema do ovo

A gema do ovo ¢ constituida de matéria seca (51,3%) e agua (48,7%), totalizando 36%
do peso de um ovo fresco de galinha. Seus principais componentes sdo lipidios e proteinas,
em torno de 65% e 33% do peso seco da gema, respectivamente. Os lipidios da gema estdao
exclusivamente associados as proteinas e sdo compostos de triglicerideos (62%), fosfolipidios
(33%), colesterol (< 5%) e carotendides (< 1%). As proteinas estdo presentes na forma livre
ou como apoproteinas (associadas a lipidios). Essa interacdo entre proteinas e lipidios resulta
na formacdo de lipoproteinas de baixa e alta-densidade, os quais representam o principal
constituinte da gema. Desta forma, com base no seu peso seco, a gema ¢ formada por cinco
constituintes principais: 68% de lipoproteinas de baixa-densidade (LDL), 16% de
lipoproteinas de alta-densidade (HDL), 10% de proteinas globulares (livetinas), 4% de
fosfoproteinas (fosfovitina) e 2% de proteinas menores (ANTON, 2007).

Dentro da fragdo protéica existe um conjunto de proteinas denominadas livetinas que
sdo divididas em a-, B-, e y-livetinas. A propor¢do entre as trés livetinas na gema ¢ 2:5:3,
respectivamente. Todas as livetinas sdo soluveis em dgua e correspondem as proteinas séricas.
O principal componente da o-livetina ¢ a albumina, enquanto a o-2-glicoproteina ¢ o

principal componente das P-livetinas. A IgY ¢ a fragdo predominante das y-livetinas,
encontrada exclusivamente na gema dos ovos (SCHADE; CHACANA, 2007).

A gema pode ser facilmente separada em duas fragdes apds diluigao com NaCl a 0,3
M e uma centrifugagdo a 10.000 xg, por 30 minutos. Por este método, pode-se observar um
sobrenadante amarelo escuro, chamado plasma, e um sedimento palido, denominado granulo.
Os granulos representam 19-23% do peso seco da gema, contendo em torno de 70% de HDL,
16% de fosfovitina e 12% de LDL. O plasma representa 77-81% do peso seco da gema, sendo
composto de 85% de LDL, 15% de livetina (ANTON, 2007).

2.5 Purificacéo de IgY

Diversas técnicas, separadamente ou em combinagao, podem ser utilizadas para isolar
a IgY da gema com objetivo de se obter quantidade, pureza e/ou atividade bioldgica. A
extracdo de IgY pode ser obtida por precipitagdo com sais, cromatografia de afinidade ou
ultrafiltragdo, mas primariamente utilizam-se solventes organicos, substancias hidroéfilas ou
congelamento a -20 °C, para separar a fase aquosa da gema, onde se encontra a IgY, da fase
lipidica (STAAK et al., 2001).

O polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) ¢ um polimero de alto peso molecular formado a
partir do etileno glicol. O uso desse polimero para extracdo de IgY da gema foi introduzido
por Polson et al. (1980) sendo considerado um método padrdo. Akita e Nakai (1993)
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utilizaram o PEG-6000 para precipitagao da IgY, em fun¢do da vantagem de se trabalhar em
temperatura ambiente, sem nenhum risco de desnaturacdo do anticorpo.

Outros métodos de purificagdo vém sendo empregados isoladamente ou em conjunto:
precipitacdo com sulfato de amonio (SCHWARZKOPF; THIELE, 1996), acido caprilico
(MCLAREN et al., 1994; CHACANA et al., 2003), sistemas de ultrafiltragao (KIM; NAKALI,
1998) e cromatografia de afinidade (MEULENAER; HUYGHEBAERT, 2001). A escolha de
um ou outro método de extracdo ird depender da infra-estrutura de cada laboratorio,
considerando suas facilidades e limitagdes como também, o grau de pureza e o rendimento do
processo.

2.6 Utilizacdo da IgY como imunobioldgico

Em relacdo a tecnologia convencional de producdo da IgG, existem diversas
caracteristicas que tornam vantajosa a utilizagcdo da IgY como imunobioldgico empregado na
pesquisa biomédica, na Medicina Veterinaria e Humana e no diagnostico, a saber:

2.6.1. Estabilidade: a IgY mostra-se mais estdvel a variacdo de temperatura, podendo
ser estocada em solucgdo salina 0,85% a 4°C com 0,02% de azida sédica por até 10 anos. Além
disso, anticorpos biotinilados e purificados por imunoafinidade mantiveram sua reatividades
quando estocados a 4°C, por cinco anos. Até mesmo no ovo, in natura estocado a 4°C,
preserva sua atividade, por pelo menos seis meses (OLOVSSON; LARSSON, 1993).

2.6.2. Rendimento: o rendimento de IgY ¢ muito superior ao rendimento da IgG obtida
em mamiferos, variando conforme os protocolos de imunizagdo e de purificacdo empregados.
Svendsen et al. (1996), conseguiram um rendimento de 5 a 10 vezes superior ao da IgG
produzida em um coelho, dependendo do adjuvante utilizado durante a imunizagdo. Segundo
Gottstein e Hemmeler (1985), a quantidade de IgY purificada produzida em um més foi 18
vezes maior que a IgG isolada do soro de um coelho imunizado com o mesmo antigeno.
Ntakarutimana et al. (1992) afirmaram ainda, que 4 mg de IgY especifica para transferrina
humana foram extraidas de um tnico ovo, enquanto que coelhos imunizados com o mesmo
antigeno produziram somente 1,74mg/mL de IgG no soro.

2.6.3. Distancia filogenética da IgG de mamifero: devido a distancia genética entre
aves e mamiferos, antigenos de mamiferos inoculados em aves geram uma resposta imune
forte, com elevada afinidade e avidez, sendo necessarias menores quantidades de antigenos e
de tempo de inoculagdo, quando comparados aos utilizados nos mesmos processos com uso
de mamiferos (GASSMANN et al., 1990; ROSOL et al., 1993; WOOLLEY; LANDON,
1995). Por esta razdo, o uso de mamiferos ndo ¢ viavel na produg¢do de anticorpos para
proteinas altamente conservadas de mamiferos. Com a distancia evolutiva entre aves e
mamiferos, proteinas conservadas de mamiferos tém maior probabilidade de serem detectadas
como “ndo proprias” pelo sistema imune de uma ave, que podem ainda detectar mais epitopos
nessas mesmas proteinas.

2.6.4. Incapacidade da ativacdo do Sistema Complemento de mamiferos: a capacidade
da IgG ativar o complemento pode influenciar nos resultados de um teste imunologico.
Segundo Campbell et al. (1980), quando hd ativacdo da cascata do complemento, o
componente C4 ativado pode ligar-se ao fragmento Fab da IgG, podendo interferir com a
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ligacdo do antigeno e gerar resultados subestimados ou falso-negativos. Gigli e Austen, em
1971, constataram que a IgY ¢ incapaz de ativar as proteinas do sistema complemento do soro
de coelhos, cobaias, bovinos, ratos, caprinos, caes e gatos, por ndo se ligar ao componente C1
do complemento, evitando esse problema.

2.6.5. Nao se liga aos fatores reumatoides: fatores reumatdides sdo reconhecidamente
uma das causas mais freqiientes de reagdes inespecificas em testes imunoldgicos. Em testes de
ELISA direto, esta ligacdo pode ocasionar resultados falso-positivos; contudo, a IgY ndo tem
afinidade com fatores reumatoides, ndo sendo capaz de gerar resultados falso-positivos no
ELISA (LARSSON et al., 1991).

2.6.6. Nao se liga a receptores celulares de Fc de anticorpos: o fragmento cristalizavel
(Fc) de anticorpos de mamiferos contém um dominio responsavel pela ligacdo a receptores
celulares. Alguns receptores celulares tém alta afinidade por IgG mamifero e, quando se
trabalha com cultivo celular, a interagdo com receptores para Fc pode causar uma ativacao
celular e mudar a expressdo de proteinas de superficie nesta célula. Tal fato dificulta o estudo
de outras proteinas de superficie celular por citometria de fluxo, imunohistoquimica
(LINDAHL et al., 1992). A IgY ndo ¢é reconhecida por receptores celulares para Fc, o que
credencia essa imunoglobulina como anticorpo primario em ensaios envolvendo componentes
celulares (ROSOL et al., 1993; SCHIMIDT et al., 1993; MOTOI et al., 2005).

2.6.7. Nao se liga a receptores bacterianos para Fc: proteinas A e G sdo proteinas
bacterianas amplamente usadas como imunoadsorventes em ensaios imunolégicos devido a
sua habilidade de se ligar ao Fc da IgG. Entretanto, estas proteinas podem constituir um
problema, quando encontradas em amostras bacterianas. Neste caso, sua ligacdo a anticorpos
com especificidade para outros tipos bacterianos pode ocorrer, levando a resultados falso-
positivos. Hoffman et al. (1996) demonstraram que a IgY ndo reage com tais proteinas, nao
interferindo, em testes imunoldgicos onde estas proteinas estao presentes.

2.6.8. Bem-estar animal: uma grande vantagem em se trabalhar com anticorpos
presentes na gema de ovos de galinhas esta relacionada ao bem-estar animal. Em se tratando
dos conceitos de “reduzir, substituir e refinar”, muito discutido pelas comissdes de €tica em
pesquisa com animais, a tecnologia IgY favorece a redugdo das manipulagdes dolorosas dos
animais. A coleta de ovos ¢ um método simples, ndo invasivo e reduz o nimero de animais
utilizados na producao de anticorpos (GOTTSTEIN; HEMMELER, 1985).

2.6.9. Viabilidade econdmica: a utilizagdo de galinhas como produtoras de anticorpos
policlonais ¢ economicamente mais interessante que a utilizagdo de mamiferos para o mesmo
fim. O manejo de galinhas ¢ considerado simples, relativamente barato. Sistemas
automatizados de alimentagdo diminuem custos, principalmente, devido a redu¢do do niimero
de trabalhadores necessarios. Além de produzir IgY rapidamente e em grandes quantidades,
as galinhas mantém altos niveis de anticorpos especificos por um longo periodo (POLSON et
al., 1980).

Anticorpos policlonais de galinhas também podem representar uma alternativa de
menor custo, tempo e trabalho em rela¢do ao uso de anticorpos monoclonais. Em 1991, Kunz
et al compararam o uso da IgY e de anticorpos monoclonais especificos para clamidias, em
cortes histologicos de diversos 6rgaos e espécies animais, por imunohistoquimica. A auséncia
de diferenca significativa entre os dois tipos de imunoglobulinas usadas, recomenda o uso da
IgY em substituicdo aos anticorpos monoclonais.
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2.6.10. Aplicacdes na pesquisa biomédica e na medicina veterinaria € humana: todas
as vantagens acima citadas credenciam a IgY como anticorpo para uma variedade de campos
da pesquisa. Ensaios imunologicos como ELISA e RIA, empregando IgY, vém sendo
utilizados na quantificacdo de proteinas e peptideos na pesquisa basica e no diagndstico
clinico. Os anticorpos IgY s3o usados com sucesso na imunohistoquimica para deteccao de
antigenos virais, bacterianos, de plantas ou de origem animal, na pesquisa de parasitas
intestinais em animais domésticos ¢ na contamina¢ao de alimentos por toxinas ou drogas.
Durante a década passada, a IgY passou a ser empregada em um novo contexto, como
“alimento funcional” na terapia e profilaxia de infec¢des intestinais, da fibrose cistica, da
colite e da doenca celiaca, de doengas que atingem peixes, de envenenamentos e, na
prevencao da carie dentaria (ANTON, 2007).

No futuro, devido a todas as vantagens da tecnologia IgY (baixo custo de produgao;
elevado titulo de anticorpos; estabilidade térmica; elevada especificidade; possibilidade de
conjugagdo a enzimas, corantes fluorescentes ou outros sistemas de revelagdo; uso em Kkits
para pesquisa de antigenos, determinantes celulares ou imunoglobulina espécie-especifica e,
emprego em sistemas de imunodiagndstico automatizados), os anticorpos aviarios serao
amplamente utilizados pela ciéncia, incluindo a Medicina Veterinaria e Humana.

2.7 Leishmaniose

Leishmaniose ¢ uma doenca parasitaria de distribuicdo mundial, transmitida para
humano por um grupo de aproximadamente 30 espécies de flebétomos infectados pelo
protozoario do género Leishmania. Estima-se que dois milhdes de novos casos ocorrem todo
ano no mundo e que 1,5 milhdes de casos sdo de leishmaniose cutdnea. Acredita-se que o
numero de pessoas infectadas exceda a 12 milhdes, ja que os dados oficiais sdo subestimados
pela falta de diagnostico, grupo de individuos assintomaticos e pela falta de notificacao
obrigatéria de leishmaniose (WHO, 2007). Uma classificagdo recente da Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) elevou as leishmanioses a categoria I do Programa de Doengas
Tropicais, referente a doencas emergentes ¢ fora de controle (REMME et al., 2002).
Atualmente é considerada a 3* doenga em importincia mundial com transmissdo por vetor
(REITHINGER; DAVIES, 2002).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) esta entre as endemias de maior
importancia em saude publica no Brasil, devido a sua ampla distribui¢do pelo territdrio
nacional, pela ocorréncia de formas clinicas graves e pelas dificuldades referentes, tanto ao
diagnostico como ao tratamento das mesmas. No Brasil, a Leishmania (Viannia) braziliensis
(L. braziliensis) e L. (Leishmania) amazonensis (L. amazonensis) sdo as espécies mais
amplamente distribuidas (DORVAL et al., 2006).

O primeiro relato na historia da descoberta do género Leishmania foi feito por
Cunningham (1885), na India, em casos de leishmaniose visceral. No Brasil, Lindenberg, em
1909, encontrou pela primeira vez formas de leishmania em lesdes cutaneas e nasofaringeas
idénticas a L. tropica (Wright, 1903) da leishmaniose do Velho Mundo. Gaspar Vianna, por
considerar o parasito diferente da L. tropica, o batizou de L. braziliensis, ficando assim
denominado o agente etioldgico da “ulcera de Bauru”, “ferida brava” ou “nariz de tapir”. No
Brasil, até a década de 70, todos os casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) eram
atribuidos a L. braziliensis. Com o aprimoramento das técnicas de analise e a intensificagdo
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dos estudos ecoldgicos e epidemioldgicos, outras espécies foram descritas como causadoras
da LTA (apud BASANO; CAMARGO, 2004), conforme o quadro 1.

Quadro 1: Espécies de Leishmania que causam doengas em humano.

Principal

Patologia Clinica

Ciclo de
transmissao

Distribuicdo Geogréfica

Leishmania spp. no Novo Mundo

L. (Viannia) braziliensis
L. (Viannia) panamensis
L. (Viannia) peruviana
L. (Viannia) guyanensis
L. (Viannia) lainsoni
L. (Viannia) colombiensis
L. (leishmania) amazonensis
L. (leishmania) mexicana
L. (leishmania) pifanoi
L. (leishmania) venezuelensis

L. (leishmania) garnhami

Leishmania spp. no Velho Mundo

L. (leishmania) aethiopica
L. (leishmania) killicki
L. (leishmania) major
L. (leishmania) tropica

L. (leishmania) donovani

LCL, mucosa

LCL, mucosa

LCL

LCL

LCL

LCL

LCL, DCL

LCL, DCL

LCL

LCL

LCL

LCL, DCL

LCL

LCL

LCL

Visceral, LCL

Leishmania spp. no Velho e Novo Mundo

L.(leishmania) infatum

Visceral, LCL

Zoon6tico
Zoon6tico
Zoon6tico
Zoon6tico
Zoonotico
Zoonotico
Zoonotico
Zoonotico
Zoon6tico
Zoon6tico

Zoondético

Zoonotico

Zoonotico

Zoonotico
Antroponético

Antroponético

Zoonotico

Ameérica do Sul, parte da América
Central, México

Norte da América do Sul, Sudeste da
América Central

Peru

América do Sul
América do Sul

Norte da América do Sul
América do Sul

América Central, México, Estado Unidos

América do Sul

Norte da América do Sul

Ameérica do Sul

Etiopia, Kenia

Norte da Africa

Asia Central, Norte da Africa, Oriente
médio, Asia Oriental

Africa, Asia Central, Sudeste da Asia

Europa, Norte da Africa, América
Central, América do Sul

LCL: leishmaniose cutanea localizada. DCL: leishmaniose cutanea difusa. Sudeste da Asia inclui o subcontinente Indiano e

China

Fonte: Reithinger et al., 2007
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2.8 Ciclo

A leishmaniose ¢ uma doenca geralmente zoondtica causada por protozoarios
digenéticos da familia Trypanosomatidae, género Leishmania. E um parasito heteroxeno que
necessita de dois hospedeiros para completar seu ciclo de vida. Um dos hospedeiros ¢ o
canideo doméstico ou silvestre e o homem. Esse tlltimo geralmente participa como hospedeiro
acidental, exceto nas formas antroponoticas da doenga no Velho Mundo. O outro hospedeiro ¢
invertebrado diptero hematofago pertencente a familia Phlebotomidae, género Phlebotomus
(Velho Mundo) e o género Lutzomyia (Novo Mundo) (SILVA, 2007, CHAVES, 2003; REY,
2002).

As espécies do género Leishmania possuem formas distintas durante seu ciclo de vida:
formas amastigotas e promastigotas (Figura 1). As formas amastigotas sdo estruturas
arredondadas ou ovaladas sem flagelos livre, que parasitam o hospedeiro vertebrado em seu
sistema monocitario. Alojam-se nos fagossomos dos mondcitos, histidcitos e macrofagos
onde vivem e se multiplicam por divisdo assexuada até romperem a célula. A dissemina¢ao do
parasito ¢ pela via hematogénica e linfatica, iniciando uma reacdo inflamatoria e
proporcionando a quimiotaxia de outros macréfagos gerando um ciclo vicioso (BASANO;
CAMARGO, 2004). As formas promastigotas sdo alongadas e apresentam um longo flagelo
livre. Essas formas vivem no trato alimentar das fémeas hematofagas dos flebotomineos.
(DEANE, 1956; IVERSON et al., 1983; MARZOCHI et al., 1985; TESH, 1995).
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Figura 2. Ciclo de vida do parasito Leishmania. g

2.9 Epidemiologia da Leishmaniose cutanea

Cada espécie de Leishmania tem peculiaridades quanto aos seus reservatorios e
vetores, distribui¢do geografica, condi¢cdes de transmissdo e doenca que causam no homem e
animais. Todos os aspectos devem ser bem compreendidos para a implementacao das medidas
de controle e prevengdo cabiveis. Muitas vezes a aplicagdo dessas medidas ¢ dispendiosa e
ndo viaveis, como ¢ o caso do combate ao hospedeiro intermediario (Lutzomya flaviscutellata)
de L. amazonensis, cujo habitat ¢ a floresta (CHAVES, 2003).

A leishmaniose cutdnea tem como agentes a L. major, L. tropica, L. aethiopica ¢
dermotropic L. infantum no Velho Mundo. Os agentes no Novo Mundo sdo a L. braziliensis,
L. mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. venezuelensis, L.
lainsoni, L. naiffi, L. shawi e L. infantum (Leishmania subgénero) dermotropica
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

A leishmaniose cutanea no Velho Mundo ocorria geralmente em clima semi-arido e
desértico; ja no Novo Mundo, estd associado a florestas. Esta ultima estd adaptada a
ambientes silvestres, domésticos e peridomésticos, disseminando-se em areas ndo endémicas
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devido a urbanizagdo, desmatamento e praticas agricolas. Além disso, dificuldades
econdmicas, desastres naturais, conflito armado e turismo, fazem com que a populagdo migre
para areas endémicas de leishmaniose cutdnea (REITHINGER et al., 2007).

Os maiores focos de leishmaniose cutinea estdo localizados na Africa, Asia ¢ a na
maioria dos paises da América Latina. No Brasil a leishmaniose cutdnea apresenta ampla
distribui¢do. No caso da L. amazonensis, descrita originalmente na regido Amazonica
brasileira, observa-se uma vasta distribui¢do geografica em diferentes estados do Brasil,
Bolivia, Colombia, Equador, Peru, Guiana Francesa, Panaméa e Venezuela, como pode ser
visto na figura 3 (apud REITHINGER et al., 2007).

Fonte: Reithinger et al., 2007.

Figura 3. Distribuicdo geografica das Leishmanioses cutaneas.

Um exemplo de interagdo entre urbanizacdo e leishmanioses foi documentado em
Manaus, Brasil. Projetos industriais e comerciais atrairam migrantes do interior para outros
estados gerando véarios suburbios a margem de florestas primarias. A ocupagdo dessas novas
areas urbanizadas fez com que algumas pessoas entrassem em contato com o ciclo zoondtico
da L. guyanensis, promovendo uma nova incidéncia de casos de leishmaniose cutinea
localizada, excedendo 1000 casos por ano (BARRETT; SENRA, 1989).

2.10 Sintomatologia

Embora a maioria das infec¢des sejam assintomaticas, o primeiro sinal da infecc¢ao,
apods o periodo pré-patente, é evidenciado por pequenos eritemas. O eritema desenvolve em
uma papula tnica ou multipla que podem progressivamente ulcerar, as vezes acompanhadas
de linfoadenopatia localizada que se curam espontaneamente em alguns meses ou anos,
desenvolvendo-se resisténcia a re-infeccdo. A leishmaniose cutanea difusa raramente ocorre e
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¢ causada por L. aethiopica no Velho Mundo e, principalmente por L. amazonensis, mas
também por L. mexicana no Novo Mundo, devido falha na resposta efetiva do sistema imune.
E caracterizada por nodulos, que ndo ulceram, ricos em parasitos que se disseminam por todo
o corpo, incluindo cartilagens e mucosa oronasofaringea (MURRAY, 2005; GRAMICCIA;
GRADONI, 2005).

2.11 Diagnéstico

Durante muito tempo, pouco se sabia sobre os ciclos de transmissao da doenca, mas,
ao longo dos tultimos anos, o campo da investigacao e da aplicacdo da biologia molecular
permitiu a realizagdo de progressos significativos na compreensdo dos diferentes elos da
cadeia de transmissdo. Além disso, novos testes de diagnostico simples, praticos, vidveis e
barato foram recentemente desenvolvidos. Essas técnicas estdo a disposi¢do dos paises para a
rapida deteccdo e tratamento precoce da doenga (WHO, 2007). Baseia-se na identificacao do
parasito e em provas imunolédgicas. O material pode ser pele, mucosa, ou ganglios linfaticos
acometidos (FUNASA, 2000).

O diagnostico diferencial ¢ importante em fungdo de outras doengas que causam
aspectos clinicos similares ¢ sdo comuns em areas endémicas de leishmanioses como, lepra,
cancer de pele, tuberculose e micoses cutaneas. O método parasitologico, por esfregago e
histopatologia, permanece como padrdo ouro no diagndstico da leishmaniose cutinea, por
causa da alta especificidade, baixo custo e a disponibilidade em areas endémicas. O cultivo
em cultura possibilita a identificacdo e a caracterizacdo das espécies, mas requer
conhecimento técnico, consome tempo ¢ ¢ caro. No entanto, a sensibilidade destas técnicas €
baixa e pode ser varidavel dependendo do numero e dispersdo do parasito na bidpsia, nas
técnicas especializadas e no meio de cultura (FUNASA, 2000).

O diagnostico molecular parasitolégico (PCR) para leishmaniose cutanea foi
desenvolvido extensivamente durante a década passada para deteccdo de casos com baixas
cargas parasitarias (como nos pacientes com leishmaniose cutdnea em terapia). O diagndstico
molecular parasitologico tem uma especificidade de aproximadamente 100% e sua
sensibilidade ¢ de 20 a 30% maior nas leishmanioses cutaneas localizadas quando comparada
ao diagnostico parasitologico convencional. Sua aplicabilidade ainda é prejudicada pela a
exigéncia de infra-estruturas laboratoriais, conhecimentos técnicos e custo (REITHINGER et
al., 2007).

As reagdes soroldgicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste imunoenzimatico
(ELISA) expressam os niveis de anticorpos circulantes e sdo uteis, principalmente, nos casos
de lesdes extensas e multiplas e nas lesdes mucosas. Estas técnicas, raramente sdo utilizadas
no diagnostico da leishmaniose cutanea devido a sua sensibilidade e especificidade variaveis.
O teste cutaneo de Montenegro tem grande valor preditivo devido a sua sensibilidade e
especificidade, sendo positivo em mais de 90% dos casos de leishmaniose tegumentar
americana. Nas areas onde predomina a L. (L) amazonensis, a positividade pode ser mais
baixa. E ocasionalmente utilizado no diagnostico da doenga cutinea para levantamento
epidemioldgico por ser simples, porém ndo distingue infeccdo passada da atual
(REITHINGER et al., 2007; FUNASA 2000).
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2.12 Leishmaniose cutanea em animais domésticos

Pedroso (1913) e Brumpt & Pedroso (1913) foram uns dos primeiros a observar
leishmaniose cutdnea em infecgdes naturais de cdes no Estado de Sao Paulo, sendo
considerados os cdes ao longo dos anos, hospedeiros acidentais, assim como o homem (apud
TOLEZANO et al., 2007; SANTOS et al., 1998; REITHINGER; DAVIES, 1999). Entretanto,
apds o surto nos anos 70, varios autores demonstraram presenga de caes infectados com
relativa frequéncia, especialmente na Regido Sudeste. Falqueto et al. (1986) descobriu uma
relacdo entre a presenga de cdes infectados com surto de novos casos humanos, sugerindo que
os cdes desempenham papel fundamental para a manuteng¢do da doenga nas areas endémicas,
particularmente urbanas, atuando como principal reservatorio doméstico ou elo na cadeia de
transmissdo humana (apud SILVA, 2007). Contudo, a importancia dos cdes na transmissao da
LTA ainda ndo esté esclarecida (DOS SANTOS et al., 2008).

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) canina tem sido registrada em vérias
regides do Brasil, como Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo, Minas Gerais, Bahia e
Amazonas (TAFURI et al., 1993). O Servigo de Zoonoses - Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, Fundagdao Oswaldo Cruz (IPEC) - FIOCRUZ vem observando no Rio de
Janeiro, a ocorréncia de um numero crescente de casos caninos de LTA, sugerindo que essa
doenga venha ocorrendo com certa frequéncia na regiao (DOS SANTOS et al., 2008).

A LTA ¢ uma doenga de evolugdo cronica. As lesdes cutaneas geralmente sao ulceras
unicas, eventualmente multiplas, indolores, com bordos elevados e fundo granuloso, com ou
sem exsudato, podendo ocorrer a formacao de crostas. Essas lesoes estdo localizadas no nariz,
orelhas e bolsa escrotal. Os membros e cauda sdo acometidos ocasionalmente e pode estar
associado a pele e as mucosas (DOS SANTOS et al., 2008).

O diagndstico da LTA abrange aspectos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. O
diagnoéstico laboratorial da LTA canina pode ser realizado por métodos parasitologicos
(diretos e indiretos), imunologicos ¢ moleculares, semelhantes aos realizados na doenca
humana (REY, 2002). A esporotricose vem se tornando o principal diagndstico diferencial
para LTA canina no Rio de Janeiro, devido a sobreposicao de areas endémicas e a semelhanga
clinica entre ambas as doengas em diferentes estagios de infeccdo (DOS SANTOS et al.,
2008).

Em relagdo a leishmaniose felina, varios estudos de diferentes partes do mundo tém
descrito a infec¢do em gatos. No Brasil h4 ocorréncia de leishmaniose cutanea felina por L.
amazonensis (DE SOUZA et al., 2005), leishmaniose cutanea felina americana por L.
brasiliensis (SCHUBACH et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais e ovos

Este trabalho foi realizado de acordo com as normas éticas do Conselho de Medicina
Veterinaria (RESOLUCAO N° 879, 2008) sendo submetido (processo n°. 013771) a Comissio
de Etica da UFRRJ.

Duas galinhas de postura da linhagem comercial Hy-line, variedade Brown, com 16
semanas de idade, vacinadas de acordo com o quadro 2 e oriundas da granja Mayra no
municipio de Pedralva/MG, foram gentilmente doadas pelo Instituto de Zootecnia da UFRRJ.
As galinhas foram mantidas no Biotério de Experimentacio Animal do Instituto de
Veterinaria da UFRRJ, em gaiolas individuais proprias para galinhas de postura, com agua a
vontade. A rag¢do foi balanceada de acordo com as necessidades nutricionais padronizadas,
conforme especificacdo da Dra. Cristina Amorim Ribeiro de Lima, do Departamento de
Nutri¢do Animal do Instituto de Zootecnia, UFRRIJ.

Quadro 2. Vacinagdo das galinhas da linhagem comercial Hy-line variedade Brown recebidas
para experimentagao.

Data de Vacinacéo

Vacinacao

22/02*

28/02

12/03

20/03

22/03

27/03

21/04

26/04

29/05

05/06

Marek

Bouba

Newecastle

Bronquite H-120

Gumboro CT

Coriza

SDS

Encefalomielite

EDS New Bronz
Vac

* primeiro dia de idade; a. Bouba suave; b. Bouba forte; c. Coriza aquosa; d. Coriza oleosa, SDS (Pneumovirose
aviaria), EDS New Bronz vac (Doenga de newcastle, bronquite infecciosa e sindrome da queda de postura).
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O manejo de luz (fotoperiodo) para estimular a postura de ovos foi iniciado quando as
aves completaram 19 semanas de idade. Na primeira semana, as aves receberam 14 horas
diarias de luz. Nas quatro semanas seguintes foram acrescentados 30 minutos de luz por
semana, atingindo 16 horas diarias. Nas trés semanas posteriores, adicionou-se mais 20
minutos de luz por semana, completando 17 horas de luz por dia.

Para avaliagdo dos métodos de extragao de IgY (sulfato de amonio e PEG-6000),
foram empregados ovos comuns brancos adquiridos no comércio.

3.2 Antigeno (L. amazonensis)

As formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM /BR/75/Josefa) foram
gentilmente fornecidas pelo Laboratério de Imunobiologia das Leishmanioses, Instituto de
Microbiologia Professor Paulo de Goes da UFRJ. As culturas foram mantidas a 26°C em
meio Schneider's Insect Medium (Sigma, Saint Louis, MO), suplementado com 10% de urina
humana e 10% de soro fetal bovino (Cripion, SP, Brasil) inativado a 56 °C, por 30 minutos.
As culturas foram mantidas por repiques a cada trés dias, com inoculos de 5 a 10% v/v.

3.3 Imunizacéo

Preparo dos indculos para as imunizagfes: suspensdes de formas promastigotas de
L. amazonensis, na fase estacionaria (cinco ou seis dias de cultivo), foram lavadas duas vezes
em solu¢do salina tamponada (SST), pH 7,2 para remog¢dao do meio de cultura e inativados
com paraformolaldeido a 2% (Sigma), por 1 hora, em temperatura ambiente (TA). Apds a
inativacdo, foi realizada uma centrifugagao de 1922 xg por 13 minutos, a TA. O sedimento foi
ressuspenso e lavado duas vezes com SST, pH 7,2. Apds a lavagem, o numero de parasitas foi
determinado por contagem em camara de Newbauer.

Para cada imunizacdo das aves (23 semanas de idade) utilizou-se uma solucdo
contendo aproximadamente 10’ formas promastigotas de L. amazonensis misturado com
adjuvante incompleto de Freund’s (AIF) na proporg¢ao 1:1 no volume final de 1,0 mL. As
inoculagdes foram realizadas, via intramuscular, em cinco diferentes sitios do musculo
peitoral (200 pL/sitio). O intervalo de imunizacdo foi de 14 dias em um total de trés
inoculagoes.

3.4 Selegéo e processamento inicial dos ovos

A partir da primeira imunizagdo, os ovos foram coletados diariamente, identificados e
armazenados a 4°C até o inicio do processamento para extragcdo das IgY. Os ovos das aves
imunizadas e os obtidos no comércio foram quebrados e as gemas separadas e secas em papel
toalha, para a remog¢ao completa da clara. Posteriormente, as gemas foram pesadas e volume
medido em proveta, individualmente.
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3.5 Método de extracéo

3.5.1 Polietilenoglicol-6000 (PEG-6000): o método foi realizado conforme descrito
por Polson et al. (1980) com modificagdes. Para a delipidagdo foi feita uma emulsdo da
gema, na propor¢do 1:3 (v/v) em SST, pH 7,5, seguida de congelamento a -20°C e
descongelamento lento a 4 °C. Apos esta etapa, adicionou-se o PEG-6000 a uma concentragao
final de 3,5% (p/v), gradualmente, sobre a gema emulsificada, sob agitagdo constante, por 20
minutos a TA. A mistura foi centrifugada (eppendorf centrifuge 5810R) a 14000 xg por 10
minutos, a 10°C, o sobrenadante obtido foi filtrado em filtro de papel e a camada lipidica
(amarela) descartada. PEG-6000 a uma concentracao final de 12% (p/v) foi adicionado ao
filtrado, lentamente, sob agitagcdo constante, por 20 minutos na TA, seguido de centrifuga¢ao
(eppendorf centrifuge 5810R) a 14000 xg por 10 minutos, a 10 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso com SST, pH 7,5, ao volume original da gema e
adicionado uma concentra¢ao final de 12% (p/v) de PEG-6000, como descrito acima. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 2,0 mL de SST, pH 7,5, sendo
dialisado contra SST, pH 7,5 empregando membrana de dialise (Spectrum, MWCO: 25.000
Da).

3.5.2 Meétodo de extracdo por sulfato de amonio: o método a seguir foi descrito por
Bizanov e Jonauskiene (2003) e Moreira (2007). Para a delipidagdo foi feita diluigdo da gema
na propor¢ao 1:5 (v/v) em 4gua destilada, pH 5,0, seguida de congelamento a -20°C e
descongelamento lento a 4°C. Em seguida, foi realizada centrifugagdo (Sigma 4k15) a 800 xg,
por 40 minutos, a 10 °C, e o sobrenadante filtrado em papel de filtro. Apos filtragdo, sulfato
de amoénio a uma concentragdo final de 25% (p/v) foi adicionado, lentamente, ao
sobrenadante. A amostra foi mantida sob agitacdo constante por 30 minutos a TA. Apos este
periodo, a amostra foi centrifugada (Sigma 4k15) a 2000 xg, por 20 minutos, a 10 °C. O
sedimento formado foi ressuspenso em 2,0 mL de SST, pH 7,5, e dialisado contra SST, pH
7,5, em membrana de dialise (Spectrum, MWCO: 25.000 Da).

3.6 Dosagem de proteina

Apds didlise, a quantificagdo de proteina total da gema foi realizada pelo método de
Bradford (1976), empregando uma curva padrdo com soro albumina bovina nas concentragdes
de 0,1 2 0,8 mg/mL.

3.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras de IgY extraidas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 4% (gel de empilhamento) e 10% (gel de separagdo), empregando o sistema
da BIO-RAD (Mini protein tetra cell). A técnica foi realizada conforme recomendada por
Laemmli (1970).
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As amostras de IgY obtidas foram analisadas sob condi¢cdes redutoras (JB-
mercaptoetanol a 5%, Sigma) e ndo redutoras, em relacdo ao padrao de IgY (Sigma). Para as
analises as amostras foram aquecidas em agua fervente, por 5 minutos, antes da eletroforese.
O padrao de peso molecular dual core (BIO-RAD) foi empregado em todas as andlises por
eletroforese.

As amostras foram aplicadas nos pocos do gel de empilhamento no volume final de 10
uL. As eletroforeses, submetidas a uma corrente de 100 V, foram interrompidas quando o
corante utilizado nas amostras atingiu a base do gel de separacdo apos, aproximadamente, 1
hora e 20 minutos de corrida. Apods a sua retirada do sistema, o gel foi corado com Comassie
blue R (Sigma) por, no minimo, 1 hora e em seguida tratado com uma solucao descorante de
Comassie blue R para a visualizagcdo das bandas protéicas (FERRAZ et al., 2001).

3.8 Western blot

Para execucdo do ensaio imunoenzimatico sobre membrana de nitrocelulose
(immunoblot), a IgY extraida e a IgY padrio, sob condi¢des redutoras e ndo redutoras, foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme descrito anteriormente e
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose com poros de 0,2 um de didmetro (Bio-
Rad). A técnica descrita por Tsang et al. (1983) foi utilizada com algumas modificacoes,
empregando-se uma camara de eletrotransferéncia (Mini V 8.10 Blot Module) e uma corrente
elétrica de 100V por 1 hora (apud FERRAZ et al., 2001).

Apos a eletrotransferéncia, a membranas foram coradas com Pounceau S (Sigma),
para verificagdo da transferéncia e, em seguida, lavadas em agua destilada para a retirada do
corante, e estocadas em papel filtro a -20°C, até a realizacdo do teste imunoenzimatico.

3.9 Immunoblot

O ensaio foi realizado conforme descrito por Ferraz (2001). Inicialmente, as
membranas com as amostras de IgY foram descongeladas a TA e bloqueadas com SST, pH
7,2, contendo 0,3% de Tween 20 (SSTT) e leite desnatado (Molico®), a 5% do volume final,
sob agitacdo por 30 minutos, em TA. Posteriormente, anticorpo de coelho anti-galinha
(Zymed, Invitrogen,USA), na diluigdo 1:2000, foi adicionado a esta solu¢do de bloqueio,
incubando-se a TA, sob agitacdo constante, por 30 minutos. A membrana foi lavada trés vezes
em SSTT por trés minutos cada. Em seguida, adicionou-se o conjugado (anticorpos de cabra
anti-coelho marcado com peroxidase - Zymed, Invitrogen, USA) na diluigdo 1:4000 em SSTT,
com 5% de leite desnatado, incubando-se por mais 30 minutos, a TA, sob agitacao constante.
A membrana foi lavada trés vezes em SST, por trés minutos. A rea¢do enzimatica foi revelada
com diaminobenzidina preparado em Tris, adicionado de perdxido de hidrogénio (60mg de
DAB, 100uL de H,O; a 30%, dissolvidos em 100mL de Tris 0,15 M, pH 7,6). A membrana
ficou sobre agitacdo constante até a visualizagdo das bandas reativas. A reagdo foi
interrompida por lavagens sucessivas em agua destilada.
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3.10 Ensaio Imunoenzimatico

As placas de ELISA (Costar 3590) foram sensibilizadas com formas promastigotas de
L. amazonensis (10° células/50pL/cavidade), preparadas conforme descritas para imunizago
das galinhas, em tampao carbonato de sodio, 0,06 M, pH 9,6 ¢ mantidas a 4°C, por uma noite.
O antigeno nao adsorvido a placa foi removido através de trés lavagens com SST pH 7,2 com
Tween 20 a 0,05 % (SSTT). Em seguida, 100puL de soro fetal bovino (SFB, Cripion, SP,
Brasil) inativado a 56 °C/30 minutos e diluidos a 10% em SST, foram distribuidos em cada
cavidade da placa e incubados por 30 minutos em TA. Apos trés lavagens com SSTT, 50uL
de IgY nos tempos 0, 14, 28, 42 e 56 dias, diluida (1:10, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e
1:5000) em SSTT com SFB a 10% foram adicionados, por cavidade e em duplicata. O
controle negativo foi feito em duplicata, incubando as cavidades sensibilizadas com 50uL de
SFB a 10%. Apds 30 minutos de incubagdo em TA, todas as cavidades foram lavadas trés
vezes com SSTT. Em seguida, adicionou-se em cada cavidade 50puL de anticorpos de coelho
anti-galinha (Zymed, Invitrogen, USA) diluido 1:2000 em SSTT com SFB a 10%, incubando-
se por mais 30 minutos a TA. Apos este periodo, as cavidades foram lavadas trés vezes com
SSTT. Adicionou-se em cada cavidade 50uL do conjugado cabra anti-coelho marcado com
peroxidase (Zymed, Invitrogen, USA), diluido 1:2000 em SSTT com SFB a 10%, incubando-
se por mais 30 minutos a TA. As cavidades foram novamente lavadas por mais trés vezes com
SST. Apés lavagem, S0uL da solugdo reveladora de OPD (30-40mg de O-phenylenediamine
dihydrochloride em 100mL de tampao citrato/fosfato 0,1 M pH5,0 + 40uL H,O, a 30%)
foram adicionados por cavidade e a reacdo incubada no escuro, em TA por 10 minutos. A
reacdo enzimatica foi interrompida com adi¢do de 5S0uL de acido sulfurico a 2,0 M. As
densidades Opticas foram analisadas no comprimento de onda de 492 nm em
espectrofotometro para placas de microtitulagdo (Bio-Rad).

3.11 ELISA-avidez

Para esta analise, placas de ELISA (Costar 3590) foram sensibilizadas com L.
amazonensis e incubadas com a IgY (1:2000), conforme descrito no item anterior. Em seguida
foram adicionados em cada cavidade 50uL de uréia a 6 M em SST, pH 7,2, por cinco
minutos. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com SSTT, o anticorpo coelho
anti-galinha (Zymed, Invitrogen, USA) adicionado e a reacdo desenvolvida, conforme descrito
acima.

Os resultados foram expressos em indice de avidez (IA), determinados pela razdo
entre os valores de densidade Optica das amostras tratadas com uréia (U+) e a densidade
Optica das amostras nao tratadas (U-) e expresso em porcentagem (IA = U+/U- x 100), sendo
IA < 40% considerados de baixa avidez, IA entre 41 ¢ 70% de média avidez ¢ IA > 70% de
alta avidez (DE SOUZA et al., 2005).
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3.12 Reacao de imunofluorescéncia indireta

A reagdo de imunofluorescéncia indireta foi adaptada de Chaves, 2003. Suspensdes de
formas promastigotas de L. amazonensis, na fase estacionaria, foram lavadas duas vezes em
SST, pH 7,2 e fixadas com paraformolaldeido a 2%, por 30 minutos em TA. Em seguida, as
suspensdes foram lavadas mais duas vezes em SST, pH 7,2, e dispensadas em laminulas de
vidro 13mm? com poli-L-lisina a 0,001% (Sigma, Saint Louis, MO), em uma concentracao de
10> células por laminula. Apés 30 minutos, as laminulas foram lavadas em SST, pH 7.2 ¢
secas a TA.

Ap6s bloqueio de 30 minutos com SST contendo soro albumina a 3%, as laminulas as
foram incubadas por 1 hora em TA com as amostras de IgY, obtidas das aves imunizadas com
as formas promastigotas de L. amazonensis nas dilui¢des de 1:10, 1:100, 1:200, 1:500 e
1:1000, e com amostras de IgY, obtidas das aves antes da imunizagao nas dilui¢cdes de 1:500 e
1:1000 em SST, pH 7,2, contendo soro albumina a 3% . Nesta etapa, apenas SST, pH 7,2
contendo soro albumina 3% foi adicionado como controle do conjugado. Em seguida, as
laminulas foram lavadas em SST, pH 7,2 trés vezes por cinco minutos.

Apo6s as lavagens, as laminulas foram incubadas por mais uma hora em TA, com o
conjugado (anticorpos de coelho para galinha marcados com fluoresceina, Invitrogen, USA)
na dilui¢do 1:100 em SST, pH 7,2, contendo soro albumina a 3%. Depois, as laminulas foram
lavadas mais trés vezes em SST, pH 7,2, por cinco minutos. Posteriormente, azul de Evans
(Sigma) a 0,05% foi adicionado e as laminulas incubadas por mais 5 minutos, seguindo-se de
trés lavagens com SST, pH 7,2, de cinco minutos cada. As laminulas foram secas e montadas
em liquido de montagem (Vectashield —Vector) e examinadas por microscopio confocal para
imunofluorescéncia (Zeiss LSM 510 META).
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4 RESULTADOS

4.1 Escolha da técnica de extracdo e caracterizacdo da IgY obtida

A técnica de extragdo de IgY empregada no trabalho foi selecionada a partir da
comparagdo entre o rendimento e a pureza da imunoglobulina obtida a partir de dois métodos
de purificagdo: polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) ou sulfato de amonio. A IgY foi extraida
de duas gemas obtidas a partir de ovos comuns adquiridos no comércio.

O rendimento de IgY obtida por ambos os métodos estdo descritos na tabela 1. A
extracdo por sulfato de amonio apresentou um rendimento de 5,4 vezes maior (1,86 mg/g de
gema) do que a extragcdo por PEG 6000 (0,34 mg/g de gema).

Tabela 1. Concentragdo de proteina total obtida apds dois diferentes métodos de extragao
de IgY, a partir da gema de ovo.

Concentragao de proteina total

Método de Extracdo Peso Volume* mg/mL mg/vol. mg/g de
inicial (g) inicial (mL) total gema
Polietilenoglicol 6000 12,52 10,0 0,43 4,30 0,34
Sulfato de amonio 12,52 10,0 2,33 23,30 1,86

* Duas gemas obtidas de dois ovos comuns foram misturadas e seus volumes divididos por dois para serem
processadas por ambos os métodos de extragdo empregados no estudo

O isolamento e a purificagdo da IgY a partir da gema pode ser observado através da
técnica de SDS-PAGE e Western Blot, Figuras 4 e 5, respectivamente. Através do gel de
poliacrilamida a 10%, sob condi¢dao ndo redutora (Figura 4), pode-se verificar que o método
de extragdo com sulfato de amodnio (n°. 1) apresentou trés bandas peptidicas bem coradas, com
aproximadamente 30, 50 e 250 kDa. O método de extracdo com PEG 6000 (n°. 2) apresentou
uma unica banda protéica bem corada com cerca de 250 kDa. A banca protéica de
aproximadamente 250 kDa, extraida por ambos os métodos, apresentou um bandeamento
similar a banda protéica obtida da amostra de IgY padrao, Sigma (n°. 3).
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A caracterizacdo da IgY, foi realizada através da analise do material purificado com
PEG 6000 por eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, em condigdes ndo redutoras e
redutoras, e por immunoblot.

A figura SA mostra que a banda peptidica de cerca de 250 kDa, em condi¢des
redutoras, foi capaz de gerar duas bandas peptidicas de aproximadamente 68 e 25 kDa (n°. 5),
de forma similar a obtida pela IgY padrao (n°. 4), correspondentes a cadeia pesada (CH) e a
cadeia leve (CL) da imunoglobulina, respectivamente.

A figura 5B mostra o reconhecimento dessas bandas peptidicas pela técnica de
immunoblot, empregando anticorpo especifico para IgY, o qual foi detectado com
conjugado marcado com peroxidase e revelado por solugdo cromoégena contendo perdxido
de hidrogénio e diaminobenzidina. Pode-se observar a marcagao forte e especifica da banda
peptidica de, aproximadamente, 250 kDa, sob condi¢des ndo redutoras (PEG 6000/ n°. 6;
IgY padrao/ n°. 7), e marcagdo nas fracdes relativas a cadeia pesada (CH) e leve (CL) do
material extraido pelo PEG 6000 (n°. 9) e da IgY padrao (n°. 8), sob condi¢des redutoras.

250
150

IgY

100
75

50

35

25

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, sob condi¢do nio redutora, corado
pelo reagente Comassie Blue R250 (Bio-Rad). Preparagdes de IgY obtidas pelos métodos de
extracao sulfato de amodnio e PEG 6000. (1) 2,5 pg de IgY extraida por sulfato de amonio; (2)
2,5 pg de IgY extraida por PEG 6000; (3) 2,5 ng de IgY padrao (Sigma); (4) 3 pL de padrao
de peso molecular (DuoCore, BioRad).
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Figura 5. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, sob condi¢des nao redutoras ¢
redutoras, corado pelo reagente Comassie Blue R250 (Bio-Rad). As preparagdes de IgY
obtidas pelo método de extracdo PEG 6000 foram distribuidas na seguinte ordem: (1) 2,5ug
de proteina IgY purificada, sob condi¢do ndo redutora; (2) 2,5ug de IgY padrao (Sigma),
sob condicdao nao redutora; (3) 3uL de padrao de peso molecular (DuoCore, BioRad); (4)
2,5ng de IgY padrdo (Sigma), sob condigdo redutora; (5) 2,5ug de proteina IgY purificada,
sob condigdo redutora. (B) Immunoblot mostrando o reconhecimento da IgY por anticorpos
especificos. As bandas peptidicas identificadas no gel foram transferidas para membrana de
nitrocelulose na mesma posigdo original do gel, através da técnica de Western Blot: sob
condi¢do nao redutora (6) IgY purificada e (7) IgY padrio (Sigma); sob condi¢dao redutora
(8) IgY padrao (Sigma) e (9) IgY purificada. CH (cadeia pesada); CL (cadeia leve).
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4.2. Avaliacdo do rendimento e da cinética da proteina total e de IgY especifica na
gema dos ovos das aves imunizadas

A figura 6 apresenta a cinética da resposta imune de ambas as galinhas inoculadas
com trés doses de antigeno (L. amazonensis), por até 56 dias. Inesperadamente, uma das aves
(galinha 2) parou a postura apos a terceira imunizagdo, por 27 dias. Desta forma, podemos
observar na figura 6 que em uma das aves falta o ponto do 42° dia.

A figura 6A mostra o aumento da concentracdo de proteina total no material
purificado através do método de PEG-6000, a partir da primeira dose de reforgo (14 dias). Ao
28° dias de imunizacdo, a galinha 1 alcancou niveis elevados de proteina total, com 20,31 mg
de proteina/mL de gema (Tabela 2), ndo havendo aumento significativo apds a administracao
da segunda dose de refor¢o (28 dias). Verificou-se também (Tabela 2), que o aumento da
concentragdo de proteina total, em ambas as galinhas, foi praticamente o mesmo apos a
administracdo das doses de refor¢o (14 e 28 dias). Apresentaram um aumento na
concentragdo de proteina total em torno de 3,3 vezes ap6s a segunda imunizacdo (14 dias) e
que apos a terceira imunizacao (28 dias) esse aumento foi discreto.

Na padronizagcdo do teste de ELISA verificou-se que os anticorpos IgY diluidos
1:2000 ndo apresentaram reatividade inespecifica para as formas promastigotas de L.
amazonensis . A densidade optica da IgY no tempo 0 foi baixa, semelhante a densidade optica
do controle negativo.

O teste de ELISA confirmou a capacidade de ligagao da IgY com o antigeno L.
amazonensis e seu padrdo de resposta durante o periodo de imunizag¢ao (Figura 6 B). Tal
capacidade foi evidenciada a partir da administragdo da primeira dose de refor¢o (segunda
inoculacdo), mantendo-se elevada até o final do periodo de observacao (56 dias). Na tabela 2,
pode-se observar o aparecimento de IgY antigeno especifica, a partir da segunda inoculagao,
sendo detectada em niveis elevados no 28° dia. Este nivel de anticorpos especificos se
manteve alto até o final do periodo avaliado.

De forma interessante, pode-se observar, em ambas as aves, que 0 peso ou o volume
da gema ndo tiveram relagdo direta com a concentragdo de proteina total ou de IgY especifica,
obtida através do método de extragao PEG-6000.
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Figura 6. Cinética de resposta imune de galinhas imunizadas com antigeno de L.
amazonensis, levando-se em conta proteina total (A), empregando o método Bradford e, IgY
especifica (B), detectado por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Trés doses de antigeno foram
administradas com intervalo de 14 dias entre as doses e a resposta imune humoral avaliada por
56 dias. Os valores de densidade Optica expressos na figura 6B foram obtidos empregando a
diluicdo de 1/2000 do material purificado pelo PEG-6000, a partir da gema dos ovos das aves

imunizadas. Galinha 1, linha continua; galinha 2, linha tracejada.
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Tabela 2. Concentra¢do e rendimento de proteina total e IgY especifica, respectivamente,
obtida ap6s a purificagdo por PEG 6000 da gema antes (tempo 0) e durante (14, 28, 42 e 56

dias) o periodo de imunizagao das aves.

A Concentracdo de proteina total IgY especifica
Tempo (dias) Volume
Peso (g) (mL) mg/mL mg/vol. total mg/g D.O. (492 nm)
0 13,47 9,0 5,69 51,21 3,80 0
14 11,04 9,0 6,40 57,60 522 0
28 12,00 11,0 20,31 223,41 18,62 1,317
42 12,12 9,0 22,28 200,52 16,54 1,420
56 17,09 15,0 16,00 240,00 14,04 1,246
B Concentracdo de proteina total IgY especifica
Tempo (dias) Volume
Peso (g) (mL) mg/mL mg/vol. total mg/g D.O. (492 nm)
0 12,65 11,0 1,98 21,78 1,72 0
14 13,96 9,0 3,98 35,82 2,57 0
28 13,15 10,0 12,95 129,50 9,85 0,891
42 nr nr nr nr nr nr
56 10,69 10,0 20,67 206,70 19,33 1,331

A. galinha 1; B. galinha 2; nr, ndo realizado.

4.3. Verificacdo da avidez da resposta imune

A avidez da resposta da IgY antigeno-especifica foi pesquisada por ELISA, nos
diferentes intervalos de observacao (14, 28, 42 e 56 dias pos-imuniza¢do). Quatorze dias apos
a primeira imunizacao, nao foi detectada a presenca de anticorpos especificos (tabela 2) e,
desta forma, o indice de avidez calculada foi zero. Quatorze dias apds a administragdo da
primeira dose de refor¢o (no 28° dia de imunizagdo), pode-se observar que os anticorpos
especificos obtidos apresentaram um indice de avidez elevado (> 70%) para ambas as aves,
permanecendo assim até o 56° dia (Tabela 3).
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Tabela 3. Indice da Avidez (IA) dos anticorpos IgY, produzidos durante a imuniza¢do das
aves com antigeno de L. amazonensis.

Indice de Avidez' (%)

Galinha 14 28 42 56
1 0 83 90 95
2 0 117 nr 118

'TA: < 40% (baixa); 41-70% (média); >70% (alta); nr (ndo realizado)

4.4 Caracterizacao da ligacdo da IgY especifica aos antigenos de superficie da
forma promastigota de L. amazonensis por imunofluorescéncia indireta.

Para caracterizar a liga¢do através da imunofluorescéncia indireta, a IgY especifica foi
diluida 1:10, 1:100, 1:200, 1:500 e 1:1000 ¢, em todas as diluicdes a intensidade de
fluorescéncia foi a mesma. A figura 6 mostra a imunofluorescéncia indireta através da
microscopia confocal (Zeiss LSM 510 META), utilizando anticorpo IgY especifico aos
antigenos de superficie da forma promastigota de L. amazonensis. A IgY apresentou marcacao
fluorescente em toda superficie do parasito (corpo e flagelo) como também, marcagdes
pontuais puntiformes em sua extensdo. Os anticorpos IgY reconheceram os antigenos de
superficie em diferentes fases da forma promastigota de L. amazonensis: fase pro-ciclica
(Figura 6: A e B), em divisdo celular, evidenciados pela presenca de dois flagelos e dois
cinetoplastos (Figura 6: C e D) e a fase metaciclica (Figura 6: E ¢ F).
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Figura 7. Marcagao de L. amazonensis com anticorpo IgY especifico em reagdes de
imunofluorescéncia indireta examinadas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 META)
utilizando campo escuro (A, C e E) e campo claro (B, D e F). As formas promastigotas foram
marcadas com: A, B, C e D - IgY (diluicdo 1:10); E e F - IgY (dilui¢do 1:200). As reagdes

foram contracoradas com azul de Evans a 0,05%.
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Para caracterizar a auséncia de ligagdo da IgY ndo especifica aos antigenos de
superficie da forma promastigota de L. amazonensis pela imunofluorescéncia indireta,
anticorpo IgY ndo especifico foi diluido 1:500 e 1:1000 e em ambas diluicdes ndo houve
fluorescéncia. A figura 7 mostra a imunofluorescéncia indireta, através da microscopia
confocal, utilizando anticorpo IgY ndo especifico aos antigenos de superficie da forma
promastigota de L. amazonensis. A IgY na diluigdo 1:1000 (Figura 7: A, B, C, D, E ¢ F) ndo
apresenta marcagdo fluorescente na superficie do parasito em diferentes fases da forma
promastigota de L. amazonensis: fase pro-ciclica (Figura 7: C, D, E e F), e em divisdo celular
(A eB).

A figura 8 mostra a imunofluorescéncia indireta através da microscopia confocal sem a
utilizacdo do anticorpo primdrio IgY. O controle negativo com conjugado diluido 1:100
(Figura 8: A e B) ndo apresenta marcagao fluorescente na superficie do parasito.
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Figura 8. Marcagdo de L. amazonensis com anticorpo IgY ndo especifico em reagdes de
imunofluorescéncia indireta examinadas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 META)
utilizando campo escuro (A, C e E) e campo claro (B, D e F). As formas promastigotas nao
interagiram com IgY ndo especificas (dilui¢do 1:1000). A reagdo foi contracorada com azul de

Evans a 0,05%.
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Figura 9. Marcacdo de L. amazonensis sem anticorpo IgY em rea¢des de imunofluorescéncia
indireta examinadas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 META) utilizando campo
escuro (A) e campo claro (B). O controle negativo (A e B) foi incubado apenas com o

anticorpo secundario (diluicdo 1:100). A reacao foi contracorada com azul de Evans a 0,05%.
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5. DISCUSSAO

A produgdo de anticorpos monoclonais ou policlonais em animais ¢ uma importante
ferramenta na pesquisa biomédica, ou seja, sdo componentes essenciais para a realizacao de
métodos diagnosticos visando a pesquisa de uma ampla variedade de moléculas bioldgicas.

Anticorpos policlonais sdo produzidos em coelhos e outros roedores, ou mesmo em
animais de maior porte, como equinos e caprinos, em procedimentos que envolvem
imunizacdo e obtencao dos anticorpos através de sangria. O emprego de galinhas na produgao
de anticorpos policlonais ndo apenas promove a substituicdo da sangria pela coleta do ovo,
mas também ¢ uma alternativa valorosa no que se refere ao “principio dos trés Rs” de Russel
e Burch (1959) — refine, reduce, replace - na realizagdo de experimentagdo animal (SCHADE,
2001).

A utilizacdo de imunobiologicos em pesquisa ou diagnostico demanda a purificagao,
pelo menos parcial, do reagente a ser empregado. No caso da IgY, diversos métodos podem
ser utilizados, isoladamente ou em combinacdo, de acordo com os critérios: quantidade,
pureza e atividade bioldgica. Os inconvenientes e o custo envolvidos em cada processo sao
também fatores relevantes.

Os métodos de purificagao da IgY descritos na literatura sdo compostos de duas
etapas: delipidacdo da gema, que consiste em separar as livetinas das demais lipoproteinas e,
purificacao do extrato aquoso para a separacao da IgY de outros componentes.

Existem na literatura diversas técnicas de delipidacao, diferindo em seus resultados em
relagdo a pureza e quantidade de IgY extraida (POLSON et al.,1980; JENSENIUS et al.,
1981; AKITA; NAKAI, 1992; HORIKOSHI et al., 1993; CHANG et al., 2000; BIZANOV et
al., 2000).

Meulenaer e  Huyghebaert  (2001) recomendaram o  método  de
congelamento/descongelamento para a delipidacdo da gema, que consiste em um método
eficiente, o qual utiliza o0 minimo de substancias quimicas, com reduc¢ao do custo e do numero
de etapas envolvidas no processo.

Polson et al., 1980, descreveram um método alternativo para a delipidagdo da gema.
Os autores empregaram polietilienoglicol (PEG-6000) em baixa concentracao (3,5%) a gema
diluida em SST. A vantagem dessa técnica seria dispensar a etapa de
congelamento/descongelamento, possibilitando o processamento da IgY imediatamente apos a
coleta dos ovos.

Neste trabalho, devido ao impedimento técnico de processamento da gema logo apos a
coleta dos ovos, a gema foi primeiramente diluida e depois congelada a -20 °C, até o
momento do processamento e depois descongelada lentamente a 4 °C. Esse procedimento de
delipidag¢ao foi empregado para ambas as técnicas de extracdo (sulfato de amonio e PEG-
6000), modificando a técnica descrita por Polson et al. (1980), nessa etapa.
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A purificacao da IgY do extrato aquoso ¢ feita apos a etapa de delipidacao. Existem
trés métodos, amplamente descritos na literatura, que sdo realizados de forma isolada ou em
associagdo, sdo eles: precipitacio com sais, cromatografia de afinidade e ultrafiltragdo
(MOREIRA, 2007).

Segundo Meulenaer e Huyghebaert (2001) a precipitacio ¢ um método de facil
realiza¢do, que envolve menor custo. As técnicas de precipitacdo descritas empregam sais,
como o sulfato de sédio e o sulfato de amdénio (DEIGNAN, 2000), polietilenoglicol (AKITA;
NAKALI, 1993), acido caprilico (MCLAREN et al., 1994) e dextransulfato (JENSENIUS et
al., 1981).

A comparacao dos dois métodos de extragao de IgY (PEG-6000 e sulfato de amonio)
mostrou que, apesar da extragdao com sulfato de amonio render 5,4 vezes mais (Tabela 1), o
extrato apresentava menor grau de pureza, quando comparado ao obtido com a purificagao
com PEG-6000. A figura 4 mostra a presenga de duas bandas peptidicas, com peso molecular
em torno de 30 e 50 kDa, no material obtido no método de extracdo pelo sulfato de amdnio,
ausentes na amostra purificada pelo PEG-6000.

Ruan et al. (2005) avaliaram o rendimento e a pureza da IgY obtida a partir de 4
métodos de purificagdo: trés protocolos de purificagdo, em duas etapas, empregando acido
caprilico e sulfato de amoénio, e o protocolo tradicional com precipitacio em sulfato de
amonio 50%. De forma similar ao encontrado neste trabalho, os autores também observaram
um rendimento protéico superior para o método de sulfato de amoénio (13,0 mg/mL gema),
quando comparado com os demais protocolos (1,2; 4,8 ¢ 9,6 mg/mL gema). O grau de pureza
dessas amostras foi inversamente proporcional ao rendimento obtido (70% para o método de
sulfato de amdnio e acima de 90% para os demais protocolos).

O método de extragdo com sulfato de amodnio 25%, empregado nesse trabalho, seguiu
as recomendacgdes de Moreira (2007). Todavia, os resultados obtidos foram contraditérios: o
sulfato de amonio proporcionou melhor rendimento de IgY e amostras mais puras, quando
comparado com o método de PEG-6000 no protocolo de Moreira (2007). Tal discrepancia
pode ser devido a diferenga de protocolos. Moreira (2007) utilizou apenas uma etapa de
purificacdo com PEG-6000 em diferentes concentragdes (8%, 10%, 12%, 14% ou 16%),
observando que o aumento da concentragdao de PEG-6000 promovia aumento na quantidade
de proteina total, com precipitagdo de outras proteinas, além da IgY. O resultado final foi um
precipitado impuro. A autora ainda sugere que a utilizagao do PEG-6000, em concentragdes
abaixo de 8%, poderia ser uma alternativa viavel na elevagdo do grau de pureza da amostra.

Em nosso estudo, foi empregado o método de extragdo descrito por Polson et al.
(1980), que recomenda o uso do PEG-6000 em baixa concentracao (3,5%) durante a etapa de
delipidacdo e, posteriormente, outras duas precipitacdes a 12%. Além disso, a etapa de
congelamento/descongelamento, adicionada ao processo de delipidagao, pode ter contribuido
na promog¢ao da pureza alcangada, similar a exibida pela IgY padrdo (Figura 4).

O rendimento protéico total obtido pelo método de extragdo do PEG-6000, descrito por
Polson et al. (1980), ¢ menor quando comparamos com outros métodos de extracao.
Schwarzkopf (1994) comparou diversos procedimentos, empregando gemas de galinhas
imunizadas com imunoglobulina de c@o. O autor verificou que o método de extragdo do PEG-
6000 (POLSON et al., 1980) apresentou menor rendimento (1,05 mg/mL), quando comparado
com os métodos: PEG/etanol (6,45 mg/mL), dextransulfato (7,05 mg/mL) e dilui¢do em agua
(17,1 mg/mL) (apud STAAK et al., 2001).
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O rendimento protéico alcancado neste trabalho, através do método com PEG-6000,
foi bem menor (0,43 mg/mL) que o descrito por Schwarzkopf (1994). Tal fato pode ser
devido a modificacdo realizada na etapa de delipidacdo da gema, promovendo maior perda de
proteina. Por outro lado, quando aplicamos o método do PEG-6000 para extra¢dao da IgY, a
partir da gema das aves que seriam imunizadas (tempo zero), o rendimento protéico aumentou
para 5,69 mg/mL (Tabela 2). Essa discrepancia no rendimento obtido pelo mesmo método de
extragdo pode ser devido a fonte de ovos empregados nos dois momentos do estudo. No
primeiro momento, ovos brancos comuns obtidos no comércio foram empregados para a
avalia¢do dos ensaios de purificagdo e, no segundo momento, ovos vermelhos de galinhas de
outra linhagem foram utilizados para purificacdo da IgY, de idades provavelmente diferentes
das aves anteriores e que receberam ragdo diferente durante todo o experimento. Kindlein
(2002) demonstrou que alteracdes sutis de componentes da dieta podem ter importancia
critica na quantidade de IgY no soro e, consequentemente, na gema.

O rendimento protéico obtido pelo método do sulfato de amonio (2,33 mg de
proteina/mL de gema) foi similar (2,69 mg/mL) ao obtido por Moreira (2007), empregando
precipitagdo com sulfato de amoénio a 20%. Bizanov e Jonauskiene (2003) também
encontraram valores semelhantes (1 a 3,8 mg/mL), sob as mesmas condigdes realizadas por
Moreira (2007).

A banda protéica de aproximadamente 250 kDa, obtida do material extraido por ambos
os métodos de purificagdo, foi caracterizado como IgY, através das técnicas de SDS-PAGE e
por immunobloting, empregando anticorpo anti-IgY especifico (Figura 5). Ndo ha um
consenso sobre seu peso molecular, havendo divergéncias na literatura, que pode variar entre
167 a 206 kDa (MOREIRA, 2007). A eletroforese da IgY, na presenca de B-mercaptoetanol,
promoveu a quebra da imunoglobulina em dois fragmentos de aproximadamente 65 e 30 kDa,
compativeis com os pesos moleculares das cadeias pesada e leve, respectivamente. Além
disso, os fragmentos também foram reconhecidos pelo anticorpo anti-IgY especifico por
immunobloting (Figura 5).

Apods a escolha do PEG-6000 como método de extragdo de IgY, duas galinhas
poedeiras foram imunizadas com formas promastigota de L. amazonensis, inativadas e
emulsificadas em adjuvante incompleto de Freund (AIF). O Freund ¢ o adjuvante de escolha
para produ¢do de anticorpos policlonais em animais de laboratério, sendo bem tolerado em
galinhas, pois apresentam uma maior resisténcia tecidual, quando comparado a mamiferos
(SCHADE et al., 2005).

Segundo Schade et al. (2005), a postura de galinhas inoculadas com determinados
antigenos, com certo grau de toxicidade, pode diminuir ou parar por completo por até 3
semanas. Tal possibilidade pode explicar a parada de postura da galinha 2 por varios dias,
apos a terceira inoculacdo do antigeno.

As galinhas imunizadas apresentaram aumento na quantidade de proteina total na gema
apds a segunda inoculagdo, sem alteracdo significativa até o 56° dia de observagdo. Esse
padrao de resposta foi comum para ambas as aves utilizadas. O aparecimento da IgY-
especifica na gema ocorreu apos a segunda inoculacdo, detectando-se niveis elevados de
anticorpos no 28° dia, sem alteracdo significativa até o final do experimento. As Figuras 6A e
6B apresentam cinéticas semelhantes de resposta, podendo-se relacionar o aumento do nivel
de proteina com o aumento de IgY na gema, apos aplicagao da primeira dose de reforgo.
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Resultado semelhante foi obtido por Zhen et al. (2008) com antigeno celular de E. coli
O111, inativado e emulsificado com adjuvante de Freund. Galinhas foram inoculadas com 3
doses do antigeno celular, em intervalos de 0, 10 e 20 dias e a reposta de IgY-especifica
medida até o 160° dia, pela técnica de ELISA. A presenga de anticorpos-especificos foi
observada apenas a partir da segunda dose de reforgo, isto €, apos a administragdo da terceira
dose do antigeno.

O retardo no aparecimento da IgY-especifica na gema ¢ normal, ja& que a IgY ¢
seletivamente secretada da circulacdo sanguinea para a gema do ovo, sendo sua transferéncia
proporcional a concentragdo de IgY no soro (HAMAL et al., 2006). Na cinética da resposta de
anticorpos nas galinhas ¢ mais frequente ocorrer um pequeno aumento transiente de IgY na
resposta imune primdria, apos a primeira imunizagdo e, apdés uma dose de reforgo, uma
resposta secundaria caracterizada pelo aumento da concentragdo de IgY sérica, dentro de
aproximadamente 10 dias. Essa quantidade de anticorpos pode se manter estavel por varias
semanas ou declinar em alguns dias (SCHADE et al., 2005). Anticorpos IgY-especificos sdo
encontrados nos ovos com uma defasagem de 5-6 dias, em comparagdo com a concentragao
de anticorpos no soro. Tal fato pode ser explicado pelo tempo requerido para o
desenvolvimento folicular e oviposi¢do (PATTERSON, 1962).

A avidez de um anticorpo ¢ caracterizada pela soma total da forca de ligacdo entre a as
regides hipervariaveis do fragmento Fab de imunoglobulinas e seus epitopos antigé€nicos,
através de multiplas ligacdes (JANEWAY, et al., 2006). O protocolo de imunizagdo
desenvolvido nesse estudo foi capaz de promover a geragdo de anticorpos IgY com elevada
forca de ligagdo antigeno-anticorpo, demonstrado pelo indice de avidez descrito na tabela 3.
Estudos sobre avidez demonstram que a IgY apresenta elevada afinidade e avidez contra
proteinas bacterianas e humanas, provavelmente devido a divergéncia evolutiva entre
mamiferos e aves ou devido a diferenca existente entre o processo de maturagdo da afinidade
da IgG e a conversdo génica da IgY (WOOLEY; LANDON, 1995; ZHANG, 2003; SCHADE
et al., 2005).

O emprego de anticorpos como biomarcadores depende unicamente da interagdo
primaria do reagente com seu alvo. O maior problema do uso de IgG de mamiferos no
diagnostico e na terapéutica ¢ a reatividade com anticorpos anti-IgG de mamiferos, ou seja,
anticorpos de camundongos anti-IgG humana, fator reumatoide e componentes do sistema
complemento humano, resultando no aumento de reagdes inespecificas. Anticorpos IgY,
como biomarcadores, trazem inimeras vantagens, conforme ja descrito na revisao
bibliografica: ndo ativam complemento humano, ndo se ligam as proteinas A e G, a fatores
reumatoides, ou a receptores Fc da superficie celular (ZHANG, 2003).

A IgY-especifica para L. amazonensis foi capaz de reconhecer antigenos distribuidos
na superficie do corpo celular e flagelo de formas promastigotas em diferentes fases (pré-
ciclica, em divisao celular e metaciclica), com elevada especificidade, como pode ser
observado pela imunofluorescéncia indireta (Figuras 6, 7 e 8). Cipolla et al. (2001) e Xiao et
al. (2008) empregaram anticorpos IgY fluorescentes como biomarcadores para
Campylobacter fetus e para duas linhagens de células neoplasicas MCF-7 e SK-BR-3,
respectivamente. Os autores relataram o desenvolvimento de ensaios de imunofluorescéncia
direta com maior sensibilidade e especificidade, quando comparados com anticorpos de
mamiferos.
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A IgY vem sendo usada com sucesso em outros ensaios imunoldgicos como: ELISA,
immunobloting, imunoprecipitacdo, imunohistoquimica e cell-sorting, com resultados
comparaveis, ou mesmo melhores que os usam anticorpos IgG (CHACANA et al., 2004).

A caracterizagdo inicial da IgY-especifica para formas promastigotas L. amazonensis
revelou elevada sensibilidade (ELISA), especificidade (imunofluorescéncia) e avidez (ELISA)
podendo, provavelmente, ser utilizada com sucesso em uma série de ensaios em areas de
pesquisa, diagnostico, aplicacdo médica e biotecnoldgica.

Desta forma, como perspectivas futuras para esse estudo, pretendemos verificar a
especificidade desse anticorpo para diferentes espécies de leishmanias, analisar o
reconhecimento de formas amastigotas e avaliar sua capacidade opsonizante ou de
interferéncia na fagocitose de leishmanias por macrofagos.
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6 CONCLUSOES

Com resultados obtidos nesse estudo podemos concluir que:

O método de precipitacdo empregando PEG-6000 foi capaz de extrair IgY da gema de
ovos com alto grau de pureza quando comparado com a precipitacdo com sulfato de
amonio 25%.

A imunizacdo das galinhas gerou uma excelente resposta imune, proporcionando
aumento na concentracdo de proteina total na gema do ovo. Este aumento foi
proporcional ao aumento da IgY-especifica para a forma promastigota de L.
amazonensis.

A IgY obtida apresentou especificidade e avidez para os antigenos distribuidos na
superficie do corpo celular e flagelo de formas promastigotas de L. amazonensis.

A “Tecnologia IgY” ¢ uma metodologia simples e de baixo custo, que possibilitou a
obteng¢ao de anticorpos especificos de alta especificidade de forma ética, podendo ser
utilizado em diversos campos da ciéncia.
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