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RESUMO 

 

 

O interesse da literatura científica pela imunoglobulina Y (IgY) é crescente devido a  
várias vantagens tais como:  fácil obtenção, baixo custo, produção em larga escala e 
método mais adequado quanto ao aspecto bioético. A IgY esta presente em aves e 
répteis, sendo transferida do soro para a gema dos ovos desses animais através de 
processo secretório. A produção de imunoglobulina IgY específica contra o vírus da 
hepatite A se justifica na detecção do vírus da Hepatite A (HAV) em tecido hepático 
em casos de hepatite fulminante sem diagnóstico definido, em ensaios 
experimentais para preparação de novas vacinas para hepatite A e a possibilidade 
de emprego como imunoterapia na prevenção da hepatite aguda pós-exposição ao 
vírus. Cabe ressaltar que anticorpos anti-HAV atualmente comercializados têm baixa 
afinidade e têm custo elevado. Nosso estudo consistiu em produzir anticorpos 
específicos anti-HAV em frangas ISA Brown imunizadas e avaliar seu uso no 
diagnóstico da hepatite A em tecido. METODOLOGIA: Vinte galinhas divididas em 
cinco grupos (I-V) foram imunizadas com os seguintes inóculos: Grupo I – Vacina 
comercial contra hepatite A e Oligodesoxinucleotídeos contendo C-fosfato-
guanosina (CpG-ODN); Grupo II – Vacina comercial contra hepatite A; Grupo III – 
Vírus da Hepatite A, adjuvante incompleto de Freund (IFA) e CpG-ODN; Grupo IV – 
Vírus da Hepatite A e IFA; Grupo V – IFA (controle). Os ovos foram coletados e 
purificados pelo método de precipitação em polietileno glicol (PEG). A IgY foi 
caracterizada e quantificada pelos métodos de ELISA, neutralização in vitro, 
eletroforese e “Western Blotting”. A detecção do HAV em fígado foi realizada pelo 
método de imunofluorescência indireta (IIF) com a IgY anti-HAV sendo utilizada 
como anticorpo primário e IgG de cabra anti-IgY marcada com Alexa Fluor® 488 
como anticorpo secundário. Para isto utilizamos amostras de fígado de primatas 
não-humanos (macacos cynomolgus) infectados e não infectados com HAV, uma 
amostra humana com hepatite fulminante de etiologia viral por hepatite A e uma 
amostra humana com hepatite fulminante de etiologia não viral (controle). Os 
anticorpos primários (IgY) utilizados foram purificados dos ovos dos grupos I e III, e o 
anticorpo do Grupo V foi utilizado como controle. RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
Todas as aves imunizadas com antígeno HAV soro-converteram, e os anticorpos IgY 
anti-HAV foram efetivamente transferidos para a gema dos ovos tendo a associação 
dos adjuvantes IFA mais CPG-ODN se mostrado mais efetiva. Os métodos de 
caracterização da IgY demonstraram especificidade ao antígeno HAV, contudo o 
diagnóstico tecidual pela técnica da IIF apresentou excessiva marcação inespecífica, 
necessitando de aprimoramento na técnica de purificação da imunoglobulina para 
uso nesta finalidade.  
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ABSTRACT 

 

 

Immunoglobulin Y (IgY) is found in birds and reptiles, currently used by the 
advantage of being transported from serum to the yolk of eggs of these animals. This 
protein is purified from egg yolk of immunized birds with a specific antigen, and the 
IgY easily accessible and has bioethical character, because the animals do not suffer 
any injury. Besides low cost, the amount of immunoglobulin produced by animals is 
very high, accounting for five to ten times the average annual production of IgG in 
rabbits. Moreover, the conserved mammalian proteins are often more immunogenic 
in birds than in mammals. Detection of Hepatitis A Virus (HAV) in liver tissue is 
important in cases of acute liver failure to precisely diagnose the cause of liver 
failure, in clinical trials to test a new vaccine for hepatitis A, and the possibility of 
employment as immunotherapy in the prevention of acute hepatitis after exposure to 
the virus. The anti-HAV antibodies currently marketed have low affinity and have high 
cost. Our study aims to produce specific anti-HAV in laying hens immunized for 
detection of HAV in liver. METHODS: Twenty chickens divided into five groups (I-V) 
were immunized with the following schedule: Group I - commercial vaccine against 
hepatitis A and C-phosphate-guanosine-oligodeoxynucleotide (CpG-ODN); Group II - 
commercial vaccine against hepatitis A; Group III - HAV, Freund's incomplete 
adjuvant (IFA) and CpG-ODN; Group IV - HAV and IFA; Group V - IFA (control). The 
eggs were collected and purified by the method of precipitation in polyethylene glycol 
(PEG). The IgY was characterized and quantified by ELISA, neutralization, 
electrophoresis and Western blotting. The detection of HAV in liver were analyzed by 
indirect immunofluorescence (IIF) with IgY anti-HAV was used as primary antibody 
and goat IgG anti-IgY labeled with Alexa Fluor® 488 as secondary antibody. We used 
samples of liver non-human primates (cynomolgus monkeys) infected and not 
infected with HAV, a human sample with fulminant hepatitis of viral hepatitis A and a 
human sample with fulminant hepatitis without viral etiology (control). The primary 
antibodies (IgY) used were purified from eggs of groups I and III, and the antibody of 
the Group V was used as control. RESULTS AND DISCUSSION: All immunized 
chickens were seroconvert, except the birds in the control group, and the protein 
purified from egg yolk IgY was the anti-HAV. All tissue sections showed staining with 
IgY anti-HAV independent of the liver is infected or not, while control IgY did not 
show labeling. In all immunofluorescence was background. The IgY group I had 
better results than group III, having less unspecific binding. These results 
demonstrate that the antibody produced is really specific for hepatitis A virus and 
after that the technique can be standardized, it can be used for the 
immunofluorescence detection of the virus in sections of liver. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Imunoglobulina Y 

1.1.1. Histórico 

Uma das principais necessidades da saúde pública é a geração de anticorpos 

específicos a antígenos de forma rápida, não-invasiva e com elevada relação custo-

benefício, que possam ser aplicados amplamente no diagnóstico, em imunoterapia e 

na pesquisa em saúde pública (Stockwin et al., 2003a, 2003b). Atualmente, os 

modelos animais mais escolhidos para produção de anticorpos monoclonal e 

policlonal são os mamíferos, principalmente lagomorfos e roedores. Nestes animais, 

a produção envolve duas etapas que causam estresse nos animais: a imunização e 

as repetidas sangrias ou eutanásia para esplenectomia, que são pré-requisitos para 

a preparação dos anticorpos monoclonais (Chalghoumi et al., 2009b). 

Em 1893, Klemperer demonstrou que a imunização de uma ave resultou na 

transferência de anticorpos específicos do soro para a gema do ovo. Por mais de 

cem anos, essa propriedade não foi utilizada cientificamente, mas a partir do 

momento que o bem-estar animal tornou-se prioridade no meio científico, os 

resultados de Klemperer atraíram uma grande atenção, especialmente a partir dos 

anos 1980. 

Justifica-se portanto o uso de frangas poedeiras no processo de produção de 

anticorpos policlonais pela deposição dos mesmos na gema do ovo, fato que 

descarta a necessidade de procedimentos invasivos e dolorosos que envolvem a 

obtenção dos anticorpos séricos. Quanto ao rendimento, o emprego desta 

metodologia implica na redução no número de animais usados, pois a produção dos 

anticorpos nas aves poedeiras é quase dez vezes maior que em coelhos (Svendsen 

et al., 1996). A denominação IgY tem origem da expressão inglesa “egg yolk 

immunoglobulin” que em português significa “anticorpo da gema de ovo” segundo 

Klemperer (1893). 
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1.1.2. A Imunoglobulina Y 

A imunoglobulina Y (IgY) é isolada da gema do ovo de alguns vertebrados tais 

como aves e répteis (Leslie et al., 1969; Hadge et al., 1984), foi descrita pela 

primeira vez por Leslie et al. (1969), e representa a principal imunoglobulina 

presente no soro desses animais (Sun et al., 2001). A mesma difere estruturalmente 

da IgG de mamíferos, e está presente no soro e na gema do ovo das aves, tendo 

concentração maior na gema que no soro (Rose et al., 1974; Larsson et al., 1993). 

Como descrito há mais de cem anos atrás, aves têm a capacidade de 

transferir anticorpos maternos do soro para a gema do ovo com o objetivo de 

conferir imunidade passiva para o embrião e para o neonato (Klemperer, 1893). De 

acordo com a literatura, a tecnologia de IgY (Fischer et al., 1996) oferece muitas 

vantagens: (i) não há sangria do animal, pois somente a coleta dos ovos é 

necessária após a imunização; (ii) o isolamento da IgY é rápido e simples; (iii) 

pequenas quantidades de antígeno são requeridas para obter altos e duradouros 

títulos de IgY da gema do ovo de aves imunizadas; e (iv) a manutenção das aves é 

barata (Gottstein et al., 1985; Gassmann et al., 1990; Hatta et al., 1993; Murata et 

al., 1996; Schade et al., 1996; Tini et al., 2002). 

É importante afirmar que proteínas conservadas de mamíferos exibem 

elevado grau de imunogenicidade nas aves, justificada pela grande distância 

filogenética, gerando anticorpos com alta avidez e baixa reação cruzada a proteínas 

humanas (Jensenius et al., 1981; Lösch et al., 1986; Stuart et al., 1988; Gassmann 

et al., 1990; Larsson et al., 1990, 1991, 1993; Ermeling et al., 1992; Rosol et al., 

1993; Svendsen et al., 1995; Murata et al., 1996; Schade et al., 1996; Tini et al., 

2002; Huang et al., 2008). Isto confere maior imunogenicidade a proteínas não 

habitualmente presentes em aves. 

Outra característica desejável é a região Fc da IgY que não se liga a 

receptores Fc de mamíferos, não ativando o sistema complemento, ou interagindo 

com fator reumatóide (FR) e anticorpos anti-mouse produzidos em humanos 

(HAMA), aumentando assim significativamente a especificidade da IgY como 

anticorpo de captura, o que possibilita a diminuição de resultados falso positivos 

quando empregados em testes de diagnóstico ou mesmo seu emprego na citometria 

de fluxo (Boscato et al., 1988; Larsson et al., 1991, 1992, 1993; Akita et al., 1993; 

Warr et al., 1995; Carlander et al., 2000; Davalos-Pantoja et al., 2000; Tini et al., 

2002; Huang et al., 2008). Anticorpos heterofílicos tais como fatores reumatóides e 
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HAMA são reconhecidos em sua maioria pela baixa afinidade, frequentemente o 

isotipo IgM gera sinais não-específicos pela ligação a anticorpos de detecção 

(Greunke et al., 2008). Reconhece-se o aparecimento de HAMA, como resultado da 

abordagem imunoterapêutica, que emprega administração de anticorpos 

monoclonais murino (mAb); curiosamente, também podem ser encontrados no soro 

de indivíduos não tratados (Johnson et al., 1976). O fator reumatóide é definido 

como um auto-anticorpo que reage com a região Fc da imunoglobulina G (IgG) de 

mamíferos e está mais frequentemente associado à artrite reumatóide, também no 

soro de pacientes com muitas outras doenças inflamatórias e de 3 a 5% em 

indivíduos saudáveis (Johnson et al., 1976). 

De um modo geral, muitos tipos de antígenos podem ser utilizados para 

produzir IgY antígeno-específica, tais como: proteínas, bactérias, vírus, parasitas, 

fungos, polipeptídeos, hormônios, toxinas, entre outros (Schade et al., 2005).  

 

1.1.3. Rendimento 

Frangas acumulam altos teores de IgY na gema e são consideradas eficientes 

produtoras de anticorpos (Gottstein et al., 1985) e a quantidade total de IgY na gema 

do ovo é relativamente constante (0,6% peso/peso) independente da raça da franga, 

do peso do ovo, da produção do ovo ou período experimental (Li et al., 1998). 

Resultado similar sobre concentração de IgY durante a imunização de frangas, já 

havia sido relatado (Shimizu et al., 1988; Sunwoo et al. 1996).  

Shin et al. (2002) estimaram que 1mL de gema de ovo continha 9,4mg de IgY 

e cada ovo, aproximadamente 10mL de gema. Estimando que uma ave coloque 

aproximadamente 240 ovos (2.400mL de gema de ovo) por ano, portanto, uma ave 

imunizada teria um rendimento de aproximadamente 23g de IgY por ano. Akita et al. 

(1992) e Chalghoumi et al. (2009b) encontraram dados similares. Também é 

importante ressaltar que esses resultados são de somente uma ave, uma franga 

poedeira pode colocar ovos durante dois anos em uma média de vinte ovos por mês 

(Chalghoumi et al., 2009b). 

O rendimento de IgY pode ser comparado a IgG obtida a partir de métodos de 

imunização convencionais; 200mg de IgG podem ser obtidos mensalmente, 

enquanto, pelos cálculos demonstrados a IgY rende aproximadamente 2g por mês, 

ou seja, rendimento dez vezes maior para a IgY (Schade et al., 1994). Svendsen et 

al. (1996) descreveram que a produção de anticorpos em aves, utilizando a gema de 
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ovo como fonte dos anticorpos, era de cinco a dez vezes maior que a produção em 

coelho. 

 

1.1.4. Propriedades moleculares da IgY 

1.1.4.1. Estrutura 

Historicamente, a IgY era chamada de IgG, no entanto, tornou-se claro que 

esta denominação é inadequada devido a diferenças estruturais entre as duas 

moléculas. Essas diferenças estruturais da molécula de IgY são refletidas nas 

diferentes interações moleculares e bioquímicas (Schade et al, 2005). Agora se sabe 

que esta imunoglobulina é evolutivamente a precursora das imunoglobulinas IgG e 

IgE de mamíferos (Warr et al., 1995).  

A IgY tem peso molecular de aproximadamente 180kDa, ou seja, mais 

pesado que o peso molecular da IgG de mamíferos (aproximadamente 150 kDa) 

(Shimizu et al., 1993). A cadeia pesada da IgY é de 70 kDa, enquanto o peso 

molecular da cadeia pesada da IgG de mamífero é de 50 kDa. Ambos os anticorpos 

possuem o mesmo peso da cadeia leve: 21 kDa (Hatta et al., 1993). O grande peso 

molecular da IgY se deve ao número aumentado de domínios constantes e cadeias 

de carboidratos da cadeia pesada (Warr et al., 1995). Recentemente, também foi 

sugerido que a molécula de IgY é mais hidrofóbica que a molécula de IgG (Davalos-

Pantoja et al., 2000).    

A estrutura geral da molécula da IgY consiste de duas cadeias pesadas (H – 

“heavy”) idênticas e duas cadeias leves (L – “light”) também idênticas, que são 

ligadas por pontes dissulfeto. A cadeia leve da IgY consiste de um domínio variável 

(VL), e um domínio constante (CL), similar a IgG de mamífero (Figura 1.1). Porém, a 

ligação dissulfeto intra-cadeia entre o domínio VL e o domínio CL da cadeia leve, que 

estabiliza a estrutura da cadeia leve da IgG de mamífero é ausente na cadeia leve 

da IgY e, assim as forças intra-moleculares da IgY são mais fracas que da IgG de 

mamífero (Shimizu et al., 1993).  

A cadeia pesada da IgY contém um domínio variável (VH) e quatro domínios 

constantes (CH1, CH2, CH3 e CH4), diferente da IgG de mamífero que tem três 

domínios constantes (CH1, CH2 e CH3) (Figura 1.1) (Chalghoumi et al., 2009b). Em 

adição, a molécula de IgY é menos flexível comparada à IgG devido à ausência da 

região de dobradiça (Warr et al., 1995). Na cadeia pesada da IgG, os domínios CH1 
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e o CH2 são separados pela região de dobradiça, que dá considerável flexibilidade 

ao fragmento Fab (porção com atividade de ligação ao antígeno). Em contraste, a 

cadeia pesada da IgY não tem a região de dobradiça, porém possui resíduos de 

prolina e glicina nas regiões entre dos domínios CH1-CH2 e CH2-CH3. Essas regiões 

têm o potencial de conferir certa flexibilidade na molécula (Chalghoumi et al., 

2009b). 

Comparações das sequências dos domínios na IgG e na IgY têm mostrado 

que os domínios CH2 e CH3 da IgG são equivalentes aos domínios CH3 e CH4 da 

IgY, respectivamente. O equivalente do domínio CH2 da IgY não existe na cadeia 

pesada da IgG (Chalghoumi et al., 2009b). 

Como na IgG, a porção Fc da IgY é o sitio da maior parte das funções 

biológicas efetoras. Esta contém dois carboidratos lateralmente às cadeias, em 

contraste da IgG que possui somente um carboidrato (Figura 1.1) (Schade et al, 

2005; Chalghoumi et al., 2009b).  

 

 

Figura 1.1 – Representação esquemática da IgY de aves e da IgG de mamíferos. (Modificado de 

Warr et al, 1995)   



 

6 
 

1.1.4.2. Estabilidade 

A estabilidade da IgY frente à variação de pH tem sido estudada em várias 

condições. Verificou-se que a atividade da IgY diminuiu em pH 3,5 ou menor e foi 

quase completamente perdida em pH 3 (Shimizu et al., 1988, 1992, 1993). A rápida 

diminuição da atividade da IgY em pH baixo indica mudança conformacional e dano 

na porção Fab, incluindo o local de ligação ao antígeno. Sob condições alcalinas, a 

atividade da IgY não se alterou até atingir pH 11, reduzindo significativamente em 

pH 12 ou superior (Shimizu et al., 1988, 1992, 1993). Resultados similares foram 

reportados por Lösch et al. (1986), Hatta et al. (1993), Lee et al. (2002) e Shin et al. 

(2002), tanto nas condições ácidas como alcalinas.  

A IgY é relativamente resistente à tripsina ou à quimiotripsina, mas é bastante 

sensível à pepsina. Hatta et al. (1993) demonstraram que quase toda atividade da 

IgY é perdida após incubação com pepsina e que 61% da atividade é perdida depois 

de oito horas de incubação com tripsina. A estabilidade da IgY contra a pepsina 

aparenta ser altamente dependente do pH e da razão enzima/substrato. Em pH 5 ou 

maior, IgY foi bastante resistente à pepsina e manteve sua ligação ao antígeno e 

atividade de aglutinação de células, apesar de, em pH 4,5 ou abaixo, ambas as 

atividades foram perdidas (Shimizu et al., 1988). Os resultados de Hatta et al. 

(1993), que também observaram o comportamento da IgY com pepsina sob 

diferentes tempos de incubação e pH, confirmaram a susceptibilidade da IgY a esta 

enzima em baixos valores de pH. A incubação de IgY com pepsina a pH 2 resultou 

em hidrólise completa da molécula do anticorpo, deixando somente pequenos 

peptídeos. Entretanto, incubação com pepsina a pH 4 manteve 91% e 63% da 

atividade após incubações de uma e quatro horas, respectivamente. 

Sobre a estabilidade da IgY sob diferentes condições térmicas, Shin et al., 

(2002) encontraram que a IgY foi estável a 40ºC, porém perdeu aproximadamente 

20% da sua atividade a 60ºC por 10 minutos. Shimizu et al. (1988, 1992) e Hatta et 

al. (1993) encontraram resultados parecidos e demonstraram também que acima de 

70ºC a IgY perdeu grande parte de sua atividade. O anticorpo perdeu mais de 90% 

de sua atividade quando aquecido a 80ºC (Chang et al., 1999; Shin et al., 2002). 

Pelo fato da IgY ser estável a 60ºC, esta tolera o processo de esterilização pelo 

método da pausterização (Shin et al., 2002). 

Congelamento ou liofilização da IgY não afetam sua atividade, a menos que 

esses processos sejam repetidos várias vezes (Shimizu et al., 1988). Fu et al. (2006) 
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também demonstraram que a IgY pode ser liofilizada e as propriedades físicas, 

biológicas e de neutralização se mantêm. A atividade de ligação da imunoglobulina 

se manteve inalterada no teste imunoenzimático (ELISA), e testes de estabilidade 

demonstraram que a atividade de ligação não diminuiu significativamente, mesmo 

quando a IgY liofilizada era submetida a 90°C durante quinze minutos, ilustrando a 

estabilidade térmica da liofilização. A atividade também permaneceu inalterada sob 

condições ácidas de pH 2 a 7 após tratamento a 37°C por duas horas. Ademais, a 

atividade também se manteve durante mais de cinco meses de armazenamento a -

20°C, 4°C ou temperatura ambiente (Fu et al., 2006). 

A região Fc é a parte mais hidrofóbica na molécula de anticorpo e como esta 

região é maior na IgY que na IgG, a molécula de IgY é mais hidrofóbica que a 

molécula de IgG (Davalos-Pantoja et al., 2000). A IgY também é relativamente 

estável a pressão, não havendo inativação até 4.000kg/cm2 (Shimizu et al., 1994).  

 

1.1.5. Conteúdo da gema 

Água, lipídios e proteínas são os principais constituintes da gema do ovo, 

onde a água representa aproximadamente 50% do total. A parte lipídica é 

aproximadamente um terço da gema e contém triglicerídeos, fosfolipídios e 

colesterol. As proteínas compõem de 15 a 17% da gema, e podem ser separadas 

em duas frações principais através da centrifugação; a granular (fluido precipitado) e 

o plasma (fluido sobrenadante claro) (Li et al., 1998; Kovacs-Nolan et al., 2005b).  

A fração granular possui 22% das proteínas totais da gema, sendo composta 

por 70% de lipoproteínas de alta-densidade (HDL: α- e β-lipovitelinas), 16% de 

fosvitina (glicofosfoproteína) e 12% de lipoproteínas de baixa-densidade (LDL) 

(Burley et al., 1961). A fração de plasma possui 78% das proteínas totais da gema, 

sendo composta por 86% de LDL e 14% de livetinas (McCully et al., 1962). As 

livetinas são glicoproteínas globulares livres de lipídios, solúveis em água, e que são 

divididas em três classes: α-, β- e γ-livetinas (Bernardi et al., 1960). A IgY é a 

proteína predominante da γ-livetinas (Kovacs-Nolan et al., 2005a; Nilsson et al., 

2008a). 

Mann et al. (2008) afirmam que foram os primeiros a identificar algumas 

proteínas plasmáticas na gema do ovo. Nilsson et al. (2008a) também encontraram 

algumas proteínas plasmáticas, tais como: fibrinogênio, hemopexina e o fator de 

coagulação IX. Alguns autores encontraram proteínas na gema do ovo que são 
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conhecidamente pertencentes à clara (Nilsson et al., 2006, 2007; Mann et al., 2008). 

Exemplos dessas proteínas encontradas tanto na clara como na gema são: 

ovoalbumina, ovomucóide, ovotransferrina, cistatina e ovoinibidores. 

Interessantemente, a ovotransferrina e a cistatina apresentam atividade 

antibacteriana, enquanto a ovomucóide e a ovoinibidor têm atividade antiviral, sendo 

que algumas destas proteínas mencionadas também são imunoestimulatórias 

(Kovacs-Nolan et al., 2005b). As lipoproteínas (LDL e HDL) também foram sugeridas 

por terem efeito antibacteriano (Kovacs-Nolan et al., 2005b). Um número de 

apolipoproteínas foi detectado no purificado de IgY: apolipoproteína A1, 

apolipoproteína B, vitelogeninas 1 e 2, e apovitelinina 1 (Nilsson et al., 2008a). Este 

dado demonstra que outras proteínas presentes no purificado de IgY podem gerar 

efeitos positivos adicionais no tratamento com IgY além do efeito primário dos 

anticorpos (Nilsson et al., 2008a). 

Determinar a concentração de colesterol no preparado de IgY para o fim da 

administração oral é interessante, uma vez que a alta concentração deste pode 

contribuir para elevação do colesterol plasmático após consumir o produto contendo 

IgY. A quantidade de colesterol e triglicerídeos é baixa, onde a concentração de 

colesterol é aproximadamente dez vezes menor que o nível normal no soro humano, 

portanto, a ingestão diária de IgY não deve afetar os níveis de colesterol e 

triglicerídeos (Nilsson et al., 2008a). Além disso, alguns autores demonstraram que o 

consumo de ovo não necessariamente afeta os níveis de colesterol sérico (Dawber 

et al., 1982; Qureshi et al., 2007), inclusive gera o efeito contrário, comer ovo pode 

até diminuir os níveis de colesterol sérico (Song et al., 2000). 

 

1.1.6. Transferência da IgY para gema do ovo 

Três classes de imunoglobulinas, que são distinguidas em concentração, 

estrutura e funções imunoquímicas, são encontradas nas aves: IgA, IgM e IgY. A IgA 

e IgM são similares às IgA e IgM de mamíferos no peso molecular, estrutura e 

mobilidade eletroforética. A IgY representa cerca de 75% do total de 

imunoglobulinas nas aves e as concentrações séricas de IgY, IgA e IgM são de 5.0, 

1.25 e 0.61mg/mL, respectivamente (Leslie et al., 1973). 

Os anticorpos são transferidos da ave para a progênie no estágio de 

formação do ovo, e desempenham um importante papel protetor para o embrião em 
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desenvolvimento. A IgY é continuamente secretada durante a embriogênese, 

fornecendo evidências de imunização passiva proveniente da ave (Li et al., 1998). 

Nas aves, somente o ovário e o oviduto esquerdo se desenvolvem. O ovário 

possui cinco ou seis folículos ovarianos em estágios de maturação, de F1 a F6, onde 

o estágio F6 é a fase inicial de maturação do folículo e o F1 é o folículo mais maduro 

e o próximo folículo a ovular, na iminência de ser expelido durante a postura (Figura 

1.2). Logo que o F1 é ovulado, o folículo F2 passa a ser F1, o mesmo ocorre com 

todos na cadeia hierárquica, e um novo folículo é selecionado a ser o F6, 

proveniente do estroma com folículos pequenos (Conn, 2008).  

 

 

Figura 1.2 – Ovário de franga. Os folículos em estágio de pré-ovulação estão identificados de 

acordo com o tamanho, onde F1 é o maior folículo e o próximo a ser ovulado, seguido pelo 

folículo F2, o segundo maior, e assim por diante. Pequenos folículos são classificados de acordo 

com o tamanho e a cor da gema. (Adaptado de Conn, 2008) 

 
Patterson et al. (1962a) e Rose et al. (1981) demonstraram que a IgY 

proveniente do sangue da galinha é secretada seletivamente por transporte ativo, 

através da membrana folicular (oolema) do ovário para a gema (oócito) dos folículos 

ovarianos em maturação. A transferência da IgY para os folículos ocorre via um 

receptor específico na superfície da membrana do saco vitelínico, que permite o 

transporte seletivo de todas as sub-populações de IgY apresentadas no sangue da 

ave (Tressler et al., 1987; Mohammed et al., 1998; Morrison et al., 2001). O receptor 

de membrana específico presente no saco vitelínico é o receptor Fc da gema do ovo 

(FcRY), homólogo a um receptor (PLA2R) pertencente da família de receptores de 

manose de mamíferos (West et al., 2004). O FcRY apresenta característica pH 

ácido-dependente, necessitando de condição ácida para se ligar à IgY (West et al., 
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2004). Morrison et al. (2001) e West et al. (2004) identificaram várias regiões na 

molécula do anticorpo que são importantes para sua ligação aos receptores. Seus 

dados demonstraram que a região Fc (região constante da molécula do anticorpo), e 

a região da dobradiça, exceto os carboidratos associados à região Fc (Figura 1.1) 

são requeridos para esse transporte. A região Fab também não tem participação. O 

receptor FcRY se liga especificamente ao domínio CH3-CH4 (Figura 1.1) da região Fc 

da IgY para realizar o transporte do anticorpo (Morrison et al., 2001; West et al., 

2004; Kitaguchi et al., 2008). A razão de proporção entre receptores e moléculas de 

IgY é de 2 para 1, respectivamente, ou seja, cada IgY se liga a dois receptores 

FcRY, onde cada receptor interage com uma das cadeias do dímero da molécula do 

anticorpo (West et al., 2004). A passagem transovariana da IgY demora 

aproximadamente de 3 a 6 dias (Patterson et al., 1962b; Woolley et al., 1995). A 

quantidade de IgY transferida para a gema do ovo tem sido relatada como 

proporcional à concentração de IgY no soro materno (Loeken et al., 1983; Al-Natour 

et al., 2004; Hamal et al., 2006). Tesar et al. (2008) sugeriram a possibilidade da 

homeostase da IgY no soro das aves ser regulada pelo receptor FcRY. 

Kitaguchi et al. (2008) demonstraram que as imunoglobulinas monoméricas 

(IgY) são muito mais eficientemente incorporadas no folículo ovariano que as 

imunoglobulinas poliméricas, como a IgA, que forma complexos de dímeros e a IgM, 

que forma pentâmeros (Janeway et al., 2002). A IgY é incorporada na gema 

aproximadamente oito vezes mais que as outras imunoglobulinas (Kitaguchi et al., 

2008). A possível explicação para a menor absorção de imunoglobulinas poliméricas 

é o tamanho causado pela polimerização, resultando em baixa infiltração através da 

membrana folicular (Kitaguchi et al., 2008). Estes autores propuseram um sistema 

de facilitação do transporte da IgY na membrana folicular, onde há um portão que 

bloqueia a passagem das imunoglobulinas poliméricas (Figura 1.3). Este portão está 

localizado na membrana folicular do ovário, mas o local preciso ainda é 

desconhecido. Entre as imunoglobulinas monoméricas que passam através do 

portão, a IgY liga-se preferencialmente ao receptor ou a proteína carreadora que 

reconhece a região Fc, enquanto as outras imunoglobulinas monoméricas ligam-se 

com menos eficiência, pois o receptor presente na membrana é o FcRY (West et al., 

2004; Kitaguchi et al., 2008).     
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Figura 1.3 – Ilustração esquemática do transporte seletivo no folículo ovariano aviário. 

Imunoglobulinas presentes no capilar sanguíneo passam através da membrana folicular. A linha 

pontilhada representa o portão de exclusão por tamanho, onde imunoglobulinas poliméricas são 

bloqueadas e imunoglobulinas monoméricas têm passagem. Entre as imunoglobulinas 

monoméricas que passaram através do portão, a IgY liga-se preferencialmente ao receptor ou a 

proteína carreadora que reconhece a região Fc, enquanto as outras imunoglobulinas 

monoméricas ligam-se com menos eficiência. (Adaptado de Kitaguchi et al., 2008) 

 
IgA e IgM estão presentes na clara do ovo como resultado de secreção 

mucosa destes por células do oviduto (Rose et al., 1974). Nesta, as concentrações 

de IgA (~0.7mg/mL) e IgM (~0.15mg/mL) são relativamente pequenas enquanto a de 

IgY (8-25mg/mL) na gema do ovo é considerada alta (Rose et al., 1974; Hamal et al., 

2006). Apesar da IgA e da IgM serem predominantemente imunoglobulinas da clara, 

Yamamoto et al. (1975) relataram que há a transferência de pequenas quantidades 

de ambas as imunoglobulinas da clara para gema em ovos que não foram 

fecundados. 

 

1.1.7. Produção da IgY 

 O desenvolvimento e a produção de anticorpos IgY específicos podem 

ser alcançados pela imunização de aves poedeiras com o antígeno alvo. O antígeno 

pode ser apresentado ao sistema imune como estruturas complexas (bactéria, vírus 

e parasitas) ou simples (proteínas, polissacarídeos e toxinas) (Schade et al., 2005). 

Entretanto, o resultado da resposta imune das aves imunizadas pode não ser muito 

previsível. Dois fatores muito importantes influenciam esta resposta: tipo de 

adjuvante usado e a via de administração do antígeno (Schade et al., 1996).   
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1.1.7.1. Adjuvante 

Para a indução de altos e sustentáveis títulos de anticorpo utiliza-se 

adjuvante, apesar da imunização das aves sem o uso de qualquer adjuvante 

também resultar em títulos aceitáveis de anticorpo (Calzado et al., 2001). Existe 

mais de cem adjuvantes, que diferem em suas características químicas, sua eficácia 

na estimulação do sistema imune e seus efeitos colaterais (Chalghoumi et al., 

2009b). O adjuvante considerado padrão ouro em termos de indução da resposta 

imune especifica é o adjuvante completo de Freund (CFA), que contém 

micobactérias mortas pelo calor e ressecamento (Lévesque et al., 2007). Porém, 

recentemente, o CFA está sendo usado com menos freqüência, pois tem sido 

associado à inflamação severa e necrose tecidual no local da inoculação em 

mamíferos (Wanke et al., 1996). Em aves, o uso do CFA não parece ocasionar 

lesões severas como nos mamíferos. Os resultados de Gassmann et al. (1990) e 

Svendsen et al. (1996) sugerem que as galinhas apresentam maior resistência ao 

dano tecidual pelo CFA que coelhos, apesar de os resultados de Wanke et al., 

(1996) e Olbrich et al. (2002) contradizerem esses dados. O substituto mais efetivo 

encontrado foi o adjuvante incompleto de Freund (IFA), que atualmente é o mais 

usado para produção de imunoglobulinas específicas (Lévesque et al., 2007; 

Chalghoumi et al., 2009b).  

Ambos IFA e CFA são adjuvantes lipofílicos, que armazenados no local da 

administração, liberam o antígeno lentamente permitindo a estimulação duradoura 

do sistema imune. No IFA, alguns componentes da micobactéria são removidos para 

eliminar a necrose tecidual, tendo como conseqüência uma menor 

imunoestimulação (Lévesque et al., 2007). Muitos estudos utilizaram os dois 

adjuvantes: o CFA na primeira imunização e o IFA na segunda imunização (Kapoor 

et al., 2000; Li et al., 2006; Chalghoumi et al., 2008). Nesses estudos, os resultados 

foram alcançados e não houve efeito adverso. A alternativa é a suplementação do 

IFA para potencializar a estimulação do sistema imune. Outro adjuvante promissor é 

o uso de Oligodesoxinucleotídeos contendo C-fosfato-guanosina (CpG-ODN) 

(Klinman et al., 1999; Hemmi et al., 2000; Cooper et al., 2004; Hemmi et al., 2005). 

Lévesque et al. (2007), concluíram que o uso de CpG-ODN na imunização das 

frangas resultou em um aumento de até 480% da concentração de anticorpos 

específicos presentes na gema, embora ocorresse um pequeno aumento nos custos 

do procedimento. A CpG-ODN é reconhecida pelas células do sistema imune 
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através dos receptores “Toll-like” (TLR) 9. As TLRs são receptores reconhecedores 

de padrões (PRR) que se ligam a certos padrões moleculares associados à 

patógenos (PAMP) (Medzhitov et al., 1997), e estão amplamente distribuídas nas 

células do sistema imune tais como macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, 

células B, bem como células epiteliais das mucosas e células endoteliais (Cario et 

al., 2000; Faure et al., 2001; Visintin et al., 2001). A TLR 9 é expressa no 

compartimento endossomal das células citadas e reconhece sequencias CG 

incluídas em certas sequencias conservadas, tornando o CpG-ODN um promissor 

candidato a adjuvante (Dalpke et al., 2002).    

 

1.1.7.2. Via de inoculação 

A rota mais comum para injeção do antígeno em aves é a via intramuscular. A 

injeção é habitualmente aplicada no músculo peitoral (Schade et al., 2005). As 

galinhas podem também ser injetadas subcutaneamente na região cervical. 

Entretanto, em animais muito jovens, é preferível que a injeção seja administrada via 

intramuscular no músculo peitoral, pois a injeção subcutânea é mais difícil de ser 

aplicada e pode causar sofrimento (Schade et al., 1996). Chang et al (1999) 

encontraram que a imunização pela via intramuscular resultou no aumento da 

quantidade de anticorpos específicos quando comparada com a imunização 

subcutânea. 

 

1.1.7.3. Purificação 

A gema do ovo contém altas concentrações de anticorpos, mas a alta 

concentração de lipídios na gema é a maior limitação para o processo de purificação 

dos anticorpos. Existem várias formas de purificar a IgY da gema do ovo, como por 

exemplo, por sal, sulfato de dextrano, diluição xantana, goma, etanol, precipitação 

por polietileno glicol (PEG), cromatografia tiofílica, diluição em água, entre outros 

(Akita et al., 1992, 1993; Hansen et al., 1998). O método de diluição em água produz 

preparado contendo lipídios e proteínas solúveis em água (Akita et al., 1992). Este 

método é simples, rápido, adequado para produção em larga escala e eficiente para 

a obtenção de IgY, que é importante para uso medicinal que necessita de grandes 

quantidades (Akita et al., 1993; Nilsson et al., 2008a). O método de diluição em água 

não possui qualquer componente tóxico ou qualquer outro aditivo, somente água 

com baixos níveis de colesterol e triglicerídeos (Nilsson et al., 2008a). Portanto, o 
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tratamento com administração oral da IgY é comparado a comer ovos, e como tal 

não é tóxico, a única precaução que deve ser levada em consideração na terapia 

oral é com indivíduos alérgicos a constituintes do ovo (Nilsson et al., 2008a). 

A precipitação da gema do ovo por polietileno glicol, acidificação e o método 

de diluição por água são os mais comuns (Akita et al., 1993; Davalos-Pantoja et al., 

2000; Larsson et al., 1990; Svendsen et al., 1995). O congelamento e 

descongelamento da gema e a precipitação com gomas ou solventes orgânicos 

também têm sido muito relatados (Verdoliva et al., 2000; Bade et al., 1984; Hatta et 

al., 1990). A primeira etapa na purificação da IgY envolve a extração dos lipídios e 

lipoproteínas. Uma vez que os lipídios são retirados da amostra, a IgY é geralmente 

purificada por precipitação sendo os mais usados polietileno glicol e sulfato de 

amônio (Akita et al., 1993; Hansen et al., 1998; Polson, 1990). A pureza e o 

rendimento variam muito de método para método (Gee et al., 2003). Fu et al. (2006) 

obtiveram pureza da IgY de 92% após purificação através do método de diluição por 

água (Akita et al., 1993) e cromatografia. A IgY isolada tinha elevado grau de pureza 

confirmado pelo SDS-PAGE e apresentou boa atividade biológica como confirmado 

pelo “Western Blotting” (Fu et al., 2006). 

Apesar das claras vantagens da utilização de IgY na pesquisa 

e diagnóstico, o uso de rotina é muitas vezes considerado 

impraticável devido a limitações existentes nos protocolos de purificação da IgY 

(Akerstrom et al., 1985; Camenisch et al., 1999). As proteínas A e G são comumente 

empregadas para a purificação de anticorpos policlonais, mas são incapazes de 

ligarem-se a IgY devido uma diferença na região Fc deste anticorpo (Akerstrom et 

al., 1985; Camenisch et al., 1999). A alta concentração de lipídio na gema do ovo 

também interfere nas purificações que utilizam como método a afinidade, porém, 

tem sido feito muitos esforços para sintetizar ligantes de IgY para permitir a 

purificação por afinidade (Hansen et al., 1998; Verdoliva et al., 2000).  

 

1.1.8. Aplicação 

Tem crescido o interesse no uso da imunoglobulina Y de gema de galinhas 

para imunoterapia, imunodiagnóstico e em casos de inibição da rejeição em 

xenotransplante (Fryer et al., 1999; Erhard et al. 2000; Tini et al., 2002; Nilsson et al., 

2008a). A administração oral de IgY purificada pode ser usada em imunoterapia 

passiva contra infecções no trato gastrointestinal por bactérias e vírus. Deste modo, 
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a IgY é uma alternativa a antibióticos para tratamento de patógenos entéricos 

antibiótico-resistentes em humanos e animais (Carlander et al., 2000). Muitos 

estudos em animais e humanos com IgY contra diferentes patógenos têm provado 

que esta imunoglobulina tem sido eficiente na prevenção e tratamento de infecções. 

Por exemplo, Di Lonardo et al. (2001) sugeriram que a tecnologia da IgY possa ser 

utilizada futuramente como uma ferramenta de diagnóstico para o HPV 16 em 

amostras clínicas. Rollier et al. (2000) obtiveram sucesso na produção de IgY contra 

o vírus da hepatite B de patos (DHBV), muito similar ao vírus da hepatite B (HBV) de 

humanos. Mine et al. (2002) relataram produção de IgY contra rotaviroses de bovino 

e humano, enquanto Carlander et al. (2000) relataram que a IgY contra Escherichia 

coli reduziu mortalidade em leitões recém nascidos. A salmonelose pôde ser 

prevenida tanto em bezerros como em ratos neonatos (Yokoyama et al., 1998a, 

1998b; Mine et al., 2002). O uso da IgY em humanos contra Streptococcus mutans 

diminuiu cáries quando rinsado na boca (Hatta et al., 1997) e IgY anti-Helicobacter 

pylori diminuiu infecções gástricas por Helicobacter (Shin et al., 2002, 2003; Suzuki 

et al., 2004; Horie et al., 2004). A IgY anti-H. pylori tem sido testada como 

suplemento em iogurte (Horie et al., 2004), o que demonstra a possibilidade de 

utilização da IgY em alimentos funcionais. Apesar de o mecanismo que previne a 

colonização não ter sido elucidado, é sugerido que a IgY anti-H. pylori iniba a 

aderência do H. pylori no epitélio estomacal (Shin et al., 2002).  Nilsson et al. 

(2008b) trataram pacientes de fibrose cística com doses orais de IgY anti-

Pseudomonas e este tratamento preveniu infecções por Pseudomonas aeruginosa e 

retardou a progressão para infecção crônica (Kollberg et al., 2003; Nilsson et al., 

2008b). Mine et al., 2002 comprovaram que a IgY foi eficiente para os seguintes 

agentes: coronavírus bovino, Yersinia ruckeri, Escherichia coli enterotoxigênica, 

Edwardsiella tarda, Staphylococcus spp. e P. aeruginosa. 

O principal modo de ação é a ligação dos anticorpos a certos componentes da 

superfície bacteriana como proteínas de membrana, lipopolissacarídeos (LPS), 

flagelo e fímbria (ou pili). A hipótese é que esses componentes de superfície de 

células podem ser facilmente reconhecidos pelos anticorpos e essa ligação pode 

levar a insuficiência das funções biológicas desses componentes, os quais 

desempenham papel importante no crescimento bacteriano (Sim et al., 2000) e na 

ligação com as células intestinais (Yokoyama et al., 1998b). Desta forma, os 

anticorpos protegem contra adesão da bactéria às células do intestino (Sugita-
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Konishi et al., 2000; Girard et al., 2006; Chalghoumi et al., 2009a) e previnem a 

invasão das células epiteliais (Sugita-Konishi et al., 2000). 

A IgY é resistente à barreira gástrica (Lee et al., 2002), porém, Chang et al. 

(2002); Cho et al. (2005) e Kovacs-Nolan et al. (2005a) demonstraram que o uso de 

micro-cápsulas pode ser um método útil e efetivo para proteger a IgY da inativação 

gastrointestinal na utilização da terapia oral por IgY, além da proteína ovomucóide, 

presente na gema do ovo purificada, que protege até certo ponto contra a 

degradação proteolítica pelas enzimas digestivas (Shah et al., 2004; Kovacs-Nolan 

et al., 2005b). 

 

1.2. Vírus da hepatite A 

1.2.1. Histórico 

A doença descrita como “icterícia” na literatura das antigas civilizações grega, 

romana e chinesa, provavelmente era uma hepatite viral. A etiologia viral foi 

postulada como causa de certas formas de icterícia logo em 1912 e o termo 

“hepatite infecciosa” foi usado porque a doença muitas vezes ocorria em epidemias, 

como a ocorrida na ilha de Minorca, Espanha, durante o século XVIII (Cockayne, 

1912). 

Em 1931, Findlay et al. publicaram um artigo em que se revisava a história 

das epidemias de icterícia e surtos da época em Surrey, Inglaterra, e concluíram que 

estes eram causados provavelmente por um “vírus ultramicroscópio que é 

patogênico somente no homem”, semelhante à varicela-zoster, rubéola e dengue. A 

transmissão da doença de homem para homem foi primeiramente relatada 

experimentalmente em voluntários na Alemanha em 1942 (Voegt, 1942), e no 

Oriente Médio em 1943 (Cameron, 1943), mais de 25 anos antes de uma bem 

sucedida transmissão em modelo animal (Holmes et al., 1969).  

Hepatite A, um termo introduzido pela primeira vez por Krugman et al. em 

1967, agora é conhecida por ser causada pela infecção com o vírus da hepatite A 

(HAV), um de cinco vírus que podem causar hepatite viral, cada um pertencente a 

uma família diferente, cujo principal local de replicação é o fígado. Estudos 

epidemiológicos e de transmissão com humanos demonstraram que a hepatite 

infecciosa, ou hepatite A, era transmitida principalmente pela via fecal-oral (Krugman 
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et al., 1959, 1962, 1967). Em 1973, o HAV foi identificado nas fezes de pessoas 

infectadas (Feinstone et al., 1973), que desencadeou o desenvolvimento de testes 

diagnósticos, a propagação em cultura de células, caracterização molecular e 

desenvolvimento de uma vacina (Feinstone et al., 1973; Provost et al., 1979). 

 

1.2.2. O vírus 

O vírus da hepatite A é um vírus de RNA, não envelopado, de simetria 

icosaédrica, com 27 a 32 nm de diâmetro (Feinstone et al., 1973) e que pertence ao 

gênero Hepatovirus da família Picornaviridae. Ao contrário de outros membros da 

família, o HAV requer um longo período de adaptação para crescer em cultura de 

células, replica lentamente e raramente produz efeito citopático (Lemon et al., 1992). 

O HAV é estável no ambiente por pelo menos um mês (McCaustland et al., 1982) e 

é mais resistente ao calor e inativação pelo cloro do que o poliovírus. A inativação do 

HAV em alimentos requer o aquecimento a 85°C por um minuto e a desinfecção de 

superfícies requer um minuto de contato com uma diluição de 1:100 de hipoclorito de 

sódio, enquanto o poliovírus é inativado a 72°C por 15 segundos e pelo tratamento 

de hipoclorito de sódio com diluição de 1:125 por 30 segundos (Weber et al., 1999; 

Margolis, 2000; Strazynski et al., 2002). 

 

1.2.3. Organização genômica 

A organização genômica do HAV é semelhante a de outros picornavírus 

(Hollinger, 1996). O RNA é de fita simples com polaridade positiva e genoma de 

7,5kb de comprimento (Najarian et al., 1985; Cohen et al., 1987a, 1987b; Hollinger, 

1996). O genoma é composto de três regiões: uma região não-codificante 5’ (NCR) 

de 734 a 740 nucleotídeos, que possui uma proteína viral (proteína do vírion ligada 

ao genoma - VPg) covalentemente ligada a essa região (Weitz et al., 1986); uma 

região codificante com somente uma área aberta de leitura (ORF) com três regiões 

distintas (P1, P2 e P3) que codifica uma poliproteína de 2.225 a 2.227 aminoácidos 

(6.675 a 6.681 nucleotídeos); e uma região não-codificante 3’ de 40 a 80 

nucleotídeos, que possui cauda poli-A (Baroudy et al., 1985; Cohen et al., 1987b; 

Hollinger, 1996) (Figura 1.4). A poliproteína após ser traduzida sofre clivagem 

mediada por uma protease viral (3Cpro) (Schultheiss et al., 1994), que resulta na 

produção de quatro proteínas do capsídeo e várias proteínas não-estruturais (Figura 

1.4). 
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Figura 1.4 – Organização do genoma do HAV (isolado viral tipo selvagem HM175), 

processamento da poliproteína, proteínas estruturais e não-estruturais maduras. O RNA 

genômico (fita positiva) contém somente uma área aberta de leitura (ORF) que codifica uma 

poliproteína, processada por proteases virais, 3Cpro (retângulo vermelho, cliva nos sítios 

identificados com triângulo vermelho), uma protease celular ainda não identificada (seta curta) e 

uma atividade proteolítica desconhecida (losango preto). (Modificado de Totsuka et al., 1999 e 

Martin et al., 2006) 

 

1.2.4. Proteínas 

A região P1 codifica as três principais proteínas do capsídeo viral que são 

VP1, VP2 e VP3 (Gauss-Muller et al., 1986). Uma quarta proteína viral (VP4), que é 

essencial para formação viral (Probst et al., 1999), não é detectada nas partículas 

virais maduras (Totsuka et al., 1999). Durante a replicação as proteínas do capsídeo 

são clivadas da poliproteína precursora pela protease viral 3Cpro (Schultheiss et al., 

1994), que é codificada pela região P3. Entretanto, ainda não foi elucidado como 

ocorre a clivagem de VP2/VP4. Os locais de clivagem são demonstrados na figura 

1.4 (triângulos vermelhos). A conformação nativa das proteínas do capsídeo VP1 e 

VP3 forma um único epítopo dominante na superfície viral, que provoca resposta de 

anticorpos neutralizantes. As funções das proteínas não-estruturais codificadas 

pelas regiões P2 e P3 são na síntese do RNA e na formação do vírion. A proteína 

VPg também é codificada pela região P3, sendo covalentemente ligada à terminação 

genômica 5’ e está envolvida na iniciação da síntese do RNA viral (Weitz et al., 

1986) (Figura 1.4).  
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1.2.5. Diversidade genética do HAV 

O vírus da hepatite A apresenta um alto grau de conservação antigênica 

(aminoácido) e genética (nucleotídeo) ao longo do genoma (Cohen et al., 1987a, 

1987b; Robertson et al., 1992). No entanto, existe bastante diversidade genética 

para definir diversos genótipos e subgenótipos de HAV (Robertson et al., 1992). 

Quando a variação da sequência dentro da junção VP1/P2A é usada para 

definir genótipos e subgenótipos, os genótipos têm mais de 15% de variação 

nucleotídica entre isolados e subgenótipos têm de 7 a 7,5% de variação nucleotídica 

(Robertson et al., 1992). Sete genótipos já foram identificados; quatro genótipos (I, II, 

III e VII) são de origem humana e três (IV, V e VI) são de origem símia. Os genótipos 

II e VII foram inicialmente definidos com base em um único isolado para cada um 

(Robertson et al., 1992; Ching et al., 2002). No entanto, outros autores 

reclassificaram o genótipo VII como um subgenótipo do genótipo II (Costa-Mattioli et 

al., 2002b; Lu et al., 2004). Os genótipos I e III são os mais prevalentes genótipos 

isolados de humanos (Nainan et al., 2006).    

 

1.2.6. Sorotipo e antigenicidade 

Apesar da heterogeneidade genética do vírus, apenas um único sorotipo de 

HAV existe. Os indivíduos infectados pelo HAV em uma parte do mundo estão 

protegidos contra uma reinfecção pelo HAV de outras partes do mundo. Preparados 

de imunoglobulinas contendo anti-HAV, independente da sua origem geográfica, 

oferecem proteção contra a doença. Além disso, vacinas preparadas de isolados do 

vírus originados da Austrália ou Costa Rica protegem de infecções em todo o mundo 

(Innis et al., 1994; Nalin et al., 1993). 

A estrutura antigênica do vírus é relativamente simples, com um número 

restrito de epítopos que combinados formam apenas um único sítio antigênico 

dominante que interage com os anticorpos neutralizantes do vírus. Esses epítopos 

são conformacionais e formados por aminoácidos localizados em mais de uma 

proteína do capsídeo (Ping et al., 1988, 1992; Nainan et al., 1992; Stapleton et al., 

1987). Wang et al. (1996) observaram que anticorpos obtidos da fase convalescente 

de pacientes com hepatite A foram mais reativos principalmente à VP1 e com menor 

reatividade aos VP0 (combinação de VP2 e VP4) e VP3. 
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Partículas vazias parecem ser antigenicamente indistinguíveis de partículas 

infecciosas (vírions contendo o RNA) sugerindo que a antigenicidade pode depender 

das principais proteínas de montagem do capsídeo ou pequenos precursores do 

capsídeo. A produção da poliproteína recombinante do HAV foi capaz de gerar 

anticorpos neutralizantes para o HAV (LaBrecque et al., 1998). 

Variantes antigênicas do HAV que ocorrem naturalmente foram observadas 

somente em vírus isolados de macacos do “Velho Mundo” (Nainan et al., 1991; 

Tsarev et al., 1991). Esses vírus são geneticamente distintos dos isolados de HAV 

humanos e não são reconhecidos por certos anticorpos monoclonais produzidos 

contra HAV de humanos (Karetnyi et al., 1989; Nainan et al., 1991). Entretanto, o 

HAV de símios liga-se a anticorpos policlonais anti-HAV de humanos (Emerson et 

al., 1996). Recentemente, foram relatados isolados de HAV de humanos com 

substituição de aminoácidos do capsídeo e deleção de sítios antigênicos 

imunodominantes (Costa-Mattioli et al., 2002b; Sánchez et al., 2002), no entanto, 

ainda não está claro se a neutralização do vírus por anticorpos foi afetada com 

essas mudanças (Nainan et al., 2006).  

    

1.2.7. Características Clínicas 

A infecção pelo HAV é geralmente auto-limitada e pode causar efeitos que 

vão desde a ausência de sintomas até óbito por hepatite fulminante (Nainan et al., 

2006). A probabilidade da doença clinicamente aparente associada à infecção pelo 

HAV aumenta com a idade. Em crianças de seis anos de idade, a maioria das 

infecções (70%) é assintomática (Hadler et al., 1980) e, se a doença acontecer, 

geralmente não há icterícia. Entre os adolescentes e adultos, as infecções são 

geralmente sintomáticas, com icterícia ocorrendo em 70% dos pacientes (Lednar et 

al., 1985). Após um período médio de incubação de 28 dias (intervalo de 15 a 50 

dias), a maioria das pessoas infectadas pelo HAV desenvolve sinais e sintomas 

constitucionais inespecíficos seguidos por sintomas gastrointestinais. Normalmente, 

incluem febre, mal-estar, anorexia, náusea, desconforto abdominal, acolia fecal, 

bilirrubinúria e icterícia, que geralmente duram dois meses. No entanto, 15 a 20% 

dos pacientes podem ter recidiva da doença ou doença prolongada com duração de 

seis meses (Glikson et al., 1992; Sjogren et al., 1987), onde vírus têm sido 

detectados no soro por até seis a doze meses após a infecção (Bower et al., 2000). 

Durante a recidiva da hepatite A, que também foi descrita por Gruer et al. (1982) e 
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Jacobson et al. (1985), alguns estudos identificaram o HAV no fígado (van den 

Anker et al., 1988), nas fezes e aumento dos níveis de alanina aminotransferase 

(ALT) (Sjogren et al., 1987) nos pacientes com recaída clínica. 

 

1.2.7.1. Hepatite Fulminante 

A principal complicação da infecção pelo HAV é a hepatite fulminante (HF) 

que ocorre em menos de 1% dos casos de hepatite A. Um exemplo é a insuficiência 

hepática aguda (ALF) com encefalopatia que é rara, porém, com condição 

devastadora na qual ocorre uma severa disfunção hepática e rapidamente conduz à 

hemorragia e alterações no estado mental, frequentemente ocasionando óbito 

(Rezende et al., 2003; Ferreira et al., 2008). A incidência mais elevada ocorre entre 

crianças e idosos com doença hepática crônica (Akriviadis et al., 1989). As razões 

para o desenvolvimento da insuficiência hepática e eventual progressão para 

hepatite fulminante em muitas crianças com hepatite A não são claras, porém, 

fatores do paciente podem ser importantes nesta progressão. O envolvimento de 

predisposição genética para o desenvolvimento da doença também não é conhecido 

(Ciocca, 2000).  

 Entre as opções de tratamento disponíveis, o transplante de fígado é o mais 

aceito e com a melhoria nos cuidados intensivos, a taxa de sobrevivência é de 64% 

(Ciocca, 2000). Vários estudos na América Latina, Ásia e Europa têm indicado que a 

infecção aguda do HAV pode ser o maior causador de ALF em crianças, 

adolescentes e adultos acima dos 50 anos de idade (O'Grady, 1992; Arora et al., 

1996; Debray et al., 1997; Ciocca, 2000; Shah et al., 2000; O'Grady, 2007). Estudos 

conduzidos na África do Sul, Índia, Paquistão e América Latina demonstraram que o 

HAV é o agente etiológico em 38 a 50% dos casos de hepatite fulminante em 

crianças (Arora et al., 1996; Williams et al., 1998; Shah et al., 2000; Ciocca et al., 

2007). A taxa de mortalidade observada nos pacientes com hepatite fulminante 

induzido pelo HAV é de aproximadamente 40% (Shah et al., 2000; Ciocca et al., 

2007). 

 

1.2.8. Patogenia e história natural da infecção 

A patogênese da infecção hepática pelo HAV tem sido estudada em infecções 

experimentais de primatas não-humanos (Pinto et al., 2002; Amado et al., 2010) e 

infecções naturais em humanos (Vitral et al., 2006). Logo após a ingestão oral do 
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HAV, os destinos dos vírions são o estômago e o intestino (Asher et al., 1995), 

chegando ao fígado através do sistema porta hepático. HAV é um vírus 

hepatotrópico; replica no fígado, produz viremia, é excretado na bile e é detectado 

nas fezes de pessoas infectadas. As fezes podem conter até 109 partículas virais por 

grama e é a fonte primária de infecção pelo HAV (Skinhoj et al., 1981; Tassopoulos 

et al., 1986). Como regra geral, o pico da eliminação viral nas fezes ocorre antes do 

início da icterícia, dos sintomas ou da elevação das enzimas hepáticas (Skinhoj et 

al., 1981; Tassopoulos et al., 1986) e decai após o aparecimento da icterícia (Figura 

1.5). Comparado aos adultos, crianças e bebês podem excretar o vírus por períodos 

mais longos, ou seja, até vários meses após o início da doença clínica (Chiriaco et 

al., 1986; Tassopoulos et al., 1986). 

A viremia se inicia uma a duas semanas após a exposição com o HAV e 

persiste durante o período da elevação das enzimas hepáticas, baseado em estudos 

em humanos e chimpanzés experimentalmente infectados (Krugman et al., 1962; 

Giles et al., 1964; Margolis et al., 1988; Cohen et al., 1989; Lemon, 1994; Asher et 

al., 1995). A concentração do vírus no soro é de 2 a 3 log10 unidades menores que 

nas fezes (Cohen et al., 1989; Lemon, 1994; Bower et al., 2000). Bower et al. (2000) 

descreveram que HAV estava presente de três a quatro semanas antes do início do 

aparecimento da icterícia e a concentração do vírus era maior durante o período que 

antecede o início da elevação das enzimas hepáticas. A viremia pode estar presente 

por um período muito mais longo durante a fase convalescente da hepatite A, do que 

os dados anteriormente relatados (Yotsuyanagi et al., 1993; Fujiwara et al., 1997; 

Bower et al., 2000), apesar da baixa concentração do vírus eliminada nesse período. 

O vírus também é excretado na saliva de muitos pacientes com hepatite A 

(Mackiewicz et al., 2004; Amado et al., 2008). Contudo, não há dados 

epidemiológicos sugerindo que a saliva seja uma significante fonte de transmissão 

de HAV (Nainan et al., 2006). 

A resposta imune humoral às proteínas estruturais do HAV ocorre antes do 

início dos sintomas. Anticorpos IgM para o HAV (IgM anti-HAV) são detectáveis 

antes ou no início da doença clínica, reduzindo em cerca de três a seis meses, 

tornando-se indetectáveis pelos testes de diagnóstico comerciais (Kao et al., 1984). 

Anticorpos IgG para o HAV (IgG anti-HAV) aparecem logo após, persistindo por 

anos depois da infecção e conferem imunidade ao longo da vida (Skinhoj et al., 

1977). A IgA também é produzida durante a infecção por um tempo limitado 
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(Locarnini et al., 1980; Angarano et al., 1985). O papel da IgA na resposta contra o 

HAV ainda é desconhecido. Ao contrário de outros membros da família 

Picornaviridae, HAV não parece suscitar uma resposta imune intestinal eficaz 

(Stapleton et al., 1991). 

 

 

Figura 1.5 – Fases clínicas e marcadores séricos da infecção. A: A infecção do fígado é 

rapidamente seguida pelo aparecimento do vírus nas fezes. B: A icterícia ou outros sintomas da 

infecção aguda são acompanhados pelo aparecimento de anticorpos IgM no sangue na fase 

aguda. O aparecimento de anticorpos IgG sinaliza a recuperação e imunidade contra 

reinfecções. (Adaptado de Dentinger, 2009) 

 
Os anticorpos IgG e IgA anti-HAV são detectados no soro, saliva, urina e 

fezes (Locarnini et al., 1978, 1980; Perry et al., 1992; Joshi et al., 2002). Testes de 

saliva foram relatados como uma alternativa aos testes sorológicos convencionais 

para o anti-HAV, devido a sua simplicidade na coleta da amostra (Jacobson et al., 

1995; Ochnio et al., 1997; Oba et al., 2000). Vários estudos têm demonstrado os 

benefícios da aplicação de testes de saliva como uma ferramenta de triagem em 

investigações de surtos e estudos epidemiológicos (Hurni et al., 1993; Jacobson et 

al., 1995; Laufer et al., 1995). 
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1.2.9. Diagnóstico 

1.2.9.1. Detecção de anticorpos HAV-específicos 

 A resposta imune humoral desempenha um papel fundamental no 

diagnóstico da infecção pelo HAV e na diferenciação da hepatite A de outros tipos 

de hepatites virais. Há uma série de testes comerciais disponíveis no mercado para 

detecção de IgM anti-HAV e anti-HAV total (Jindal et al., 2002; Poddar et al., 2002; 

Dignani et al., 2003). As imunoglobulinas IgM, IgA e IgG anti-HAV geralmente estão 

presentes no início dos sintomas da doença (Nainan et al., 2006) (Figura 1.5). A 

hepatite causada pelo vírus da hepatite A é clinicamente indistinguível da doença 

causada pelas outras hepatites virais (HBV, HCV, HDV e HEV). No teste sorológico, 

a presença de anticorpos da classe IgM é fundamental para fazer o diagnóstico 

(Stapleton et al., 1995). 

No diagnóstico, IgM anti-HAV tem sido usada como o principal marcador de 

infecção aguda (Cuthbert, 2001), composta principalmente de anticorpos contra 

proteínas do capsídeo. Vários métodos têm sido usados para detectar classes de 

anticorpos vírus-específicos, incluindo radioimunoensaio (Purcell et al., 1976), 

ligação imunoquímica (Huang et al., 1979), ELISA (Delem, 1992), e imunoblotting 

(Wang et al., 1996). O ELISA IgM anti-HAV está disponível comercialmente (Poddar 

et al., 2002). Os testes de diagnóstico comerciais são ajustados de tal maneira que, 

apesar de os anticorpos IgM estarem presentes por longos períodos de tempo, a 

pequena concentração encontrada de quatro a seis meses depois do início da 

infecção não produz resultado positivo no teste (Stapleton, 1995). 

Infecções prévias pelo HAV já resolvidas ou mesmo contato do hospedeiro 

com o vírus são diagnosticadas pela presença de IgG anti-HAV no soro. No entanto, 

testes comerciais competitivos detectam anticorpos totais (anticorpos IgG e IgM) 

circulantes. A associação da presença de anticorpos anti-HAV totais e a ausência de 

anticorpos IgM anti-HAV pode ser usada para diferenciar entre infecção passada e 

infecção atual (Nainan et al., 2006).  

 

1.2.9.2. Detecção de antígenos 

O vírus da hepatite A cresce em vários tipos de células de origem humana e 

não-humana, incluindo células primárias e secundárias de rim de macaco verde 

Africano (Daemer et al., 1981) e células de rim de macacos rhesus (FRhK-4) 
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(Flehmig, 1980). Em contraste à maioria dos picornavírus, o HAV de origem humana 

requer um longo período de adaptação antes de crescer em cultura de células, e 

uma vez adaptado, produz uma infecção persistente e torna-se atenuado (Feinstone 

et al., 1983). O HAV replica em cultura de célula sem sinais citopáticos da infecção, 

fato que determina a utilização de testes imunológicos ou moleculares para detectar 

o vírus em cultura (Siegl et al., 1984). Os métodos comumente usados para 

quantificar a infectividade são: ensaio de radio imunoensaio (Lemon et al., 1983), 

ensaio foco fluorescente, radioimunoensaio in situ (Siegl et al., 1984) e hibridização 

in situ (Jiang et al., 1987). 

As técnicas de detecção do ácido nucléico são mais sensíveis que 

imunoensaios para detectar o antígeno viral em amostras de diferentes origens 

(espécimes clínicas, amostras ambientais, comida e água). O HAV tem sido 

detectado com técnicas como polimorfismo de tamanhos de fragmentos gerados por 

enzimas de restrição (RFLP) (Goswami et al., 1997), polimorfismo conformacional da 

fita única (SSCP) (Goswami et al., 1997), “Southern blotting” (Buti et al., 2001) e 

transcrição reversa-PCR (RT-PCR) (Jansen et al., 1990). A amplificação de RNA 

viral pela RT-PCR é atualmente o método mais sensível e amplamente utilizado para 

detecção do HAV (Nainan et al., 2006). 

O teste quantitativo baseado na reação em cadeia da polimerase (PCR em 

tempo real) revolucionou a detecção de ácidos nucléicos pela sua rapidez, 

sensibilidade, reprodutibilidade e minimização de contaminantes. Até tem sido 

aplicado para detecção e quantificação do HAV (Costa-Mattioli et al., 2002a), e tem 

sido muito utilizado em laboratórios que necessitam liberar resultados em menos de 

36 horas, como nos casos de surtos. A rapidez da técnica é devida à redução dos 

ciclos de amplificação e à eliminação de procedimentos de detecção pós-PCR 

(Nainan et al., 2006). O sequenciamento dos ácidos nucléicos de regiões 

selecionadas do genoma do HAV tem sido utilizado para determinar a relação 

genética dos isolados (Jansen et al., 1990; Robertson et al., 1992).   

 

1.2.10. Epidemiologia 

No mundo, a endemicidade da infecção pelo HAV varia de acordo com os 

padrões de higiene regional; a maior prevalência de infecções ocorre em regiões 

com baixos níveis sócio-econômicos (Bell, 2002). Os Estados Unidos geralmente 

têm baixa endemicidade de infecções pelo HAV, apesar de altas taxas de infecções 
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ocorrerem em certas populações (Bell et al., 1998; CDC, 1999). Embora a incidência 

de hepatite A venha diminuindo ao longo da última década, principalmente por causa 

da vacinação (Bialek et al., 2004; Wasley et al., 2005), esta continua a ser uma 

doença frequentemente relatada. Em 2003, 7.653 casos de hepatite A foram 

notificados ao CDC (CDC, 2004), que quando corrigido por infecções assintomáticas 

ou não-notificadas (Armstrong et al., 2002; Wasley et al., 2005), representa um 

número estimado de 36.700 casos e 79.600 infecções. 

Vários padrões de infecção da hepatite A têm sido descritos, variando em 

relação ao nível de desenvolvimento sócio-econômico (Gust, 1992; Jacobsen et al., 

2004). Em áreas com alta endemicidade, o HAV é transmitido principalmente pelo 

contato pessoa a pessoa, e embora 90% das crianças até dez anos sejam 

infectadas, seu curso é benigno. Esse padrão epidemiológico é típico na África e no 

Oriente Médio, bem como em alguns países da América Latina e da Ásia. Em áreas 

de endemicidade moderada, a incidência da infecção pelo HAV é alta e ocorre com 

maior frequência no final da infância, adolescência ou em adultos jovens. Nessas 

áreas, os surtos são mais comuns, a transmissão ocorre pelo contato pessoa a 

pessoa ou através do consumo de alimento ou água contaminado. Este padrão de 

transmissão tem sido visto em regiões anteriormente endêmicas na América Latina e 

Ásia, onde as taxas de soroprevalência média vêm declinando nos últimos anos 

(Tanaka, 2000; Kang et al., 2004; Vitral et al., 2006). Em países desenvolvidos, a 

endemicidade do HAV é baixa e as infecções ocorrem majoritariamente entre os 

adultos jovens (Pham et al., 2005). O vírus é transmitido principalmente através do 

consumo de alimento e água contaminado, entretanto, muitos casos de transmissão 

pessoa a pessoa tem sido descritos. Nestas áreas, os surtos também são comuns 

(Vitral et al., 2006). Em áreas de baixa endemicidade, a taxa da doença também é 

bem pequena e a infecção ocorre em adultos. Casos de infecções são esporádicos e 

as pessoas geralmente são contaminadas durante viagens para áreas endêmicas. 

Esse padrão pode ser observado na Escandinávia (CDC, 1999). 

A fonte mais comum de infecção é a doméstica ou contatos íntimos com uma 

pessoa infectada (Bell et al., 1998; CDC, 1999). Outras fontes potenciais de 

infecções incluem homens que têm relação sexual com homens (apesar de não ter 

alta prevalência, alguns surtos de hepatite A na Europa e nos Estados Unidos foram 

associados a esta causa) (Henning et al., 1995; Sundkvist et al., 1997; Bruisten et 

al., 2001; Nainan et al., 2005), viagens de pessoas de regiões com baixa 
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endemicidade a países onde o HAV é endêmico (Steffen et al., 1994) e uso de 

drogas ilícitas (Harkess et al., 1989; Grinde et al., 1997). Comida e água 

contaminadas são fontes pouco frequentes de infecções, entretanto, elas têm sido 

associadas com surtos (Dienstag et al., 1976; Halliday et al., 1991; Bloch et al., 

1990; De Serres et al., 1999; Jothikumar et al., 2000; Bosch et al., 2001; Amon et al., 

2005). Em raras ocasiões, a infecção pelo HAV é transmitida por transfusão 

sanguínea ou seus produtos (Lemon, 1994). 

 

 

Figura 1.6 - Distribuição geográfica da infecção pelo HAV. (Fonte: Epidemiology and Prevention 

of Viral Hepatitis A to E - an overview, CDC, 2006) 

 

1.2.11. Prevenção 

A disponibilidade de vacinas para prover imunidade por longos períodos 

contra a hepatite A tem o potencial de reduzir a incidência da doença e a 

possibilidade de eliminar a transmissão da infecção (CDC, 1999). A América Latina 

tem sido historicamente uma área com alta endemicidade do HAV. A infecção ocorre 

quase universalmente antes dos dez anos de idade. No entanto, alguns estudos de 

soro-prevalência conduzidos na década de 1990 indicam uma mudança na 

epidemiologia do HAV de alta pra moderada em toda América Latina, atribuindo ao 

rápido desenvolvimento econômico da região: aproximadamente de 35 a 40% das 
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crianças menores que cinco anos de idade eram soropositivas para o HAV no Brasil, 

México e Argentina, e 11% eram soropositivas no Chile (Tapia-Conyer et al., 1999), 

com variações regionais dentro dos países (Vitral et al., 2006). Essa mudança de 

perfil epidemiológico ocasionou menos casos de infecção pelo HAV na infância, 

mais surtos ocorrendo em populações mais velhas susceptíveis, com o aumento de 

morbidade e mortalidade (Tanaka, 2000; Ruttimann et al., 2002). Este fato se deve à 

eficácia da vacina para hepatite A. Reduções significantes na incidência da doença 

têm ocorrido nos Estados Unidos (Wasley et al., 2005) e Israel após a introdução da 

vacinação de rotina das crianças, com reduções drásticas nas taxas de infecção 

(Dagan et al., 2005). Ademais, a Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda 

que em países de endemicidade intermediária, onde o HAV representa um problema 

de saúde pública, que a vacinação em larga escala deve ser considerada um 

suplemento à melhoria das condições sanitárias (WHO, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

29 
 

1.3. Justificativa 

A detecção tecidual do vírus da hepatite A é uma ferramenta de importância 

para a pesquisa de casos de hepatite de difícil esclarecimento, principalmente 

quando os títulos de IgM no soro do paciente são baixos e indetectáveis aos testes 

comerciais, fato que ocorre em casos de hepatite fulminante. Atualmente o 

Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em Virologia/IOC em conjunto com o 

Laboratório de Tecnologia Virológica/ Biomanguinhos se defronta com esta 

dificuldade logística, pois uma das formas de comprovação da eficácia de uma nova 

vacina em fase de teste é o desafio com vírus selvagem (HAV) de primatas não-

humanos, previamente vacinados. A comprovação da resposta protetora pela vacina 

é obtida pela ausência de antígenos virais no fígado geralmente associados à lesão 

necroinflamatória. A IgY seria de fundamental importância, uma vez que atualmente 

é pequena a disponibilidade comercial de anticorpos contra o vírus da hepatite A. 

Além disso, quando este é disponível, geralmente seu custo é elevado e a qualidade 

nem sempre é adequada para execução de testes. Somente dois anticorpos 

específicos para o vírus da hepatite A são comercializados, um norte-americano (US 

Biological, Swampscott, MA, USA) e um alemão (Mediagnost, Reutlingen, BW, 

Alemanha), ambos são monoclonais.  

As dificuldades encontradas anteriormente para detecção do antígeno HAV 

tecidual empregando anticorpos monoclonais comerciais e a fraca resposta de 

roedores e lagomorfos ao antígeno HAV, induziu a necessidade de pesquisa de 

fontes alternativas e mais eticamente aceitáveis de produção de anticorpos 

específicos contra o vírus da hepatite A. Neste trabalho levamos em consideração a 

hipótese de que a distância filogenética em relação aos mamíferos promoveria 

menor reação cruzada com proteínas teciduais de mamífero, maior avidez, além da 

maior facilidade na obtenção, maior rendimento e custo reduzido. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

� Elaborar um método de detecção do vírus da hepatite A (HAV) através de 

anticorpos anti-HAV da classe IgY produzidos em frangas imunizadas. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

� Produzir anticorpo policlonal anti-HAV em frangas poedeiras imunizadas com 

o vírus da hepatite A. 

 

� Avaliar os adjuvantes IFA e CpG-ODN na produção de anticorpos específicos. 

 

� Padronizar o diagnóstico do vírus da hepatite A em tecido hepático utilizando 

IgY como anticorpo primário. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Acomodação, alimentação e procedimentos com os animais  

O projeto envolveu vinte frangas poedeiras (Gallus gallus domesticus) 

clinicamente sadias da raça ISA Brown provenientes de matrizeiros comerciais, 

pesando de 0,143 a 0,220 Kg. As aves foram mantidas em acomodações 

adequadas no Laboratório de Bioclimatologia da Faculdade de Medicina Veterinária 

do Centro Universitário Serra dos Órgãos (UNIFESO), Teresópolis, Rio de Janeiro, 

Brasil. Uma semana antes de começar o experimento, todas as aves foram 

colocadas individualmente em gaiolas apropriadas, com regime de 12 horas de luz 

para 12 horas de escuridão, temperatura de 24°C e umidade relativa do ar de 70-

80%. As frangas foram vacinadas contra Fowlpox vírus e doença de New Castle. 

Água e ração eram oferecidas ad libitum sendo o tipo de ração adequado ao estágio 

de vida que animais se encontravam. Um mês após cada imunização contra hepatite 

A, as aves eram gentilmente manipuladas a fim de monitorar o peso corporal e 

coletar pequena quantidade de sangue da veia da asa para confirmar a eficácia da 

imunização. 

As galinhas, com 228 dias de vida, foram eutanaziadas por exsanguinação 

sob anestesia profunda por barbituratos, dezesseis semanas após o início da 

postura dos ovos. Durante o sacrifício das aves, foram coletados fragmentos do 

fígado, bursa de Fabricius, rins e baço, fixados em Formalina 10% tamponada e 

armazenados em blocos de parafina para análise histológica convencional por 

microscopia de luz. A necrópsia foi feita no Laboratório de Patologia da Faculdade 

de Medicina Veterinária da UNIFESO, Teresópolis, Rio de Janeiro, Brasil. Todos os 

procedimentos experimentais foram em acordo com o Guia de Cuidados e Uso de 

Animais de Laboratório (Wolfle et al., 1996). 

O projeto foi julgado pelo Comitê de Ética no Trato com Animais (CETA) da 

UNIFESO, sendo decidido que este projeto não necessitava de submissão ao comitê 

de ética, pois os procedimentos que foram utilizados nas aves não causam nenhum 

tipo de sofrimento às mesmas. 
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3.2. Desenho experimental 

As vinte aves foram divididas em cinco grupos (I-V) com diferentes protocolos 

de imunização: Grupo I – Uma quantidade de 200 µL da vacina comercial pediátrica 

para HAV (Merck & Co. Inc., West Point, PA, USA) associada com 20 µL CpG-ODN 

(1 mg/mL) (5′-TCGTCGTTTGTCGTTTTGTCGTT 3′, BioCorp Inc., Montreal, Canadá 

ou Integrated DNA Tecnologies, USA) (Rankin et al., 2001); Grupo II – 200 µL da 

vacina comercial pediátrica para HAV; Grupo III – Uma quantidade de 100 µL de 

HAV associado com 100 µL Adjuvante Incompleto de Freund (IFA) (Sigma-aldrich, 

Saint Louis, MO, USA) e 20 µL de CpG-ODN; Grupo IV – 100 µL de HAV associado 

com 100 µL Adjuvante Incompleto de Freund (IFA); Grupo V – 100 µL de Adjuvante 

Incompleto de Freund, como controle negativo. A tabela 3.1 apresenta o esquema 

de inoculação dos grupos. O HAV administrado nas aves foi produzido em cultura de 

célula (FRhK-4) com 5x107 cópias RNA/mL. O volume total de 220 µL do inóculo foi 

administrado via intramuscular no músculo peitoral em todos os grupos. No total, 

foram três imunizações as quais ocorreram aos 21, 53 e 98 dias de vida das aves. 

 
Tabela 3.1 - Esquema de imunização de cada grupo. 

Grupo Inóculo 

I Vacina + CpG-ODN 

II Vacina 

III HAV + IFA + CpG-ODN 

IV HAV + IFA 

V IFA 
CpG – Seqüência nucleotídica; HAV – Vírus da hepatite A; IFA – Adjuvante Incompleto de 
Freund 

 

3.3. Produção do vírus da hepatite A 

3.3.1. Cultura de células FRhK-4 

As células utilizadas neste projeto foram células fetais de rim de macaco 

rhesus do gênero Macaca mulata, linhagem FRhK-4 contínua. O meio de cultura 

utilizado para propagação foi o meio 199 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (Gibco®, Eugene, OR, USA), 2,5% a 4,4% de NaHCO3 (Merck & Co. Inc., 

West Point, PA, USA) gaseificado, 1% de aminoácidos não essenciais e 1% de 

garamicina (Sigma-aldrich, Saint Louis, MO, USA). 
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3.3.2. Propagação e liberação do vírus da hepatite A 

O vírus da hepatite A utilizado neste projeto foi isolado no Laboratório de 

Desenvolvimento Tecnológico em Virologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) (HAF-

203 isolado Brasileiro, acesso: GeneBank AF268396) (Gaspar et al., 1993). Para a 

propagação do HAV, células FRhK-4 foram inoculadas com 1,0 mL do HAV (1x105 

cópias RNA/mL) e incubadas em estufa a 37ºC durante uma hora, para adsorção. 

Posteriormente, o inóculo foi retirado para adição de 75 mL do meio de manutenção 

(meio 199 suplementado com 2% de soro fetal bovino). As garrafas foram incubadas 

a 37ºC por aproximadamente 11 dias. Ao término do tempo de incubação, o 

sobrenadante foi descartado e as células rompidas por cinco ciclos de congelamento 

e descongelamento em 3,0 mL de PBS pH 7.4 para liberação das partículas virais. O 

material coletado foi centrifugado por 10 minutos a 6.000 g, para retirada dos restos 

celulares. O sobrenadante foi aliquotado e estocado a -70ºC. 

 

3.4. Sorologia das aves 

Um mês após cada imunização, foi realizada coleta de sangue das aves para 

acompanhar o aumento de anticorpos específicos anti-HAV no soro. O sangue foi 

centrifugado a 735 g por 6 minutos e o soro foi transferido para um tubo de 1,5 mL e 

armazenado a -20°C. O método utilizado para detecção dos anticorpos específicos 

foi o ELISA anti-HAV total (BioKit, S.A., Barcelona, Espanha), de kit comercial, e se 

baseava em reação de competição. Em cada poço havia antígeno do HAV preso à 

placa. Na primeira etapa do teste, adicionamos 10 µL da amostra de soro das 

galinhas e 100 µL do conjugado do kit (IgG anti-HAV conjugada à peroxidase), 

enquanto nos poços dos controles eram adicionados os soros de controle negativo e 

positivo ao invés da amostra. A incubação era de uma hora em estufa a 37°C. Após 

a incubação, o conteúdo dos poços era descartado, os poços eram lavados e em 

seguida adicionado a solução de substrato-cromógeno (3,3’, 5,5’-Tetrametilbenzidina 

(TMB) dissolvida em dimetilsulfóxido (DMSO)). Esta incubação tinha duração de 30 

minutos em temperatura ambiente. Logo após, a reação era interrompida com 

solução de bloqueio da reação (ácido sulfúrico) e a placa era lida no leitor de ELISA 

com filtro de mensuração de 450 nm e filtro de referência de 620 nm para liberação 

do resultado que era expresso em densidade ótica (OD).    
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3.5. Método de purificação da IgY 

Os ovos foram coletados desde a primeira postura e a coleta foi encerrada 

com dezesseis semanas de coleta. Todos os ovos coletados na mesma semana 

faziam parte de um “pool” de ovos, ou seja, todos os ovos purificados da mesma 

semana formavam uma só amostra (por grupo de imunização). O total de ovos 

recolhidos de todos os grupos neste período foi de 1.406 unidades e ficaram 

armazenados em geladeira a 4ºC até serem purificados para obtenção da IgY.  

O método de purificação da IgY empregado foi a precipitação em polietileno 

glicol (PEG) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) desenvolvido por Polson et al., 

(1985), procedimento que consiste em quatro etapas de precipitação da gema do 

ovo com PEG 6.000 através de centrifugação para separação das proteínas. Para 

iniciar o processo, a uma parte de gema de ovo foram adicionados 3,5% (p/v) de 

PEG 6.000 e quatro partes de tampão fosfato salina (PBS) (pH 7,5). A mistura foi 

homogeneizada e incubada por 20 minutos à temperatura ambiente e 

posteriormente centrifugada por 10 minutos (14.000 g) a 25°C. 

Após a centrifugação, a solução estava dividida em três fases (Figura 3.1). A 

fase semi-sólida (precipitada) composta de outras proteínas que não a IgY foi 

descartada. As fases de gordura (sobrenadante) e IgY (fase intermediária) foram 

decantadas por um funil com papel de filtro. A esta solução decantada, adicionamos 

PEG 6.000 a uma concentração final de 12% (p/v). A mistura foi homogeneizada e 

incubada por 10 minutos; posteriormente, foi centrifugada novamente (14.000 g) por 

10 minutos a 25°C. O sobrenadante (gordura) foi descartado e o precipitado (IgY) foi 

dissolvido novamente em PBS até o volume de 35mL, com adição de PEG 6.000 a 

uma concentração final de 12% (p/v). A mistura foi homogeneizada e incubada por 

10 minutos. Posteriormente, repetiu-se a centrifugação (14.000 g) por 10 minutos a 

25°C. Após, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado dissolvido em 

2,5 mL de etanol gelado 50% e 2,5 mL de PBS pH 7,4, para retirar o PEG residual. A 

solução foi centrifugada (10.000 g) por 10 minutos a -5ºC, descartando o 

sobrenadante ao final (PEG residual). Para finalizar a purificação, o precipitado 

contendo aproximadamente de 6 a 12 mg/mL de IgY foi ressuspendido em 2,5 mL 

de PBS pH 7,4. 
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Figura 3.1 – Esquema representativo da primeira etapa de centrifugação, onde a mistura de 

gema do ovo, PBS e PEG 6.000 são divididas em três frações e posterior formação do gradiente 

após centrifugação. 

 

3.6. Quantificação da IgY 

Com o intuito de conhecer a concentração de IgY purificada da gema do ovo, 

foram realizados três procedimentos, a espectrofotometria das proteínas totais 

purificadas, a titulação da IgY pelo método de ELISA de kit comercial para detecção 

das imunoglobulinas anti-HAV totais e a técnica de neutralização em cultura de 

células FRhK-4. A IgY purificada do Grupo V, das aves não imunizadas com 

antígenos, era sempre utilizada como controle negativo. 

 

3.6.1. Espectrofotometria 

Na espectrofotometria, o purificado da gema dos ovos de todos os grupos foi 

aferido em aparelho de espectrofotometria no comprimento de onda de 280nm e o 

resultado gerado foi a concentração total das proteínas presentes no purificado da 

gema, não somente a IgY. A aferição foi feita nas semanas 1, 5, 9, 13 e 16.   

 

3.6.2. Titulação 

Na avaliação por ELISA, o purificado foi diluído em várias concentrações 

(1:10, 1:102, 1:103, 1:104, 1:105 e 1:106) e realizado o ELISA de kit comercial (Biokit, 

S.A., Barcelona, Espanha) para detecção de anticorpo anti-HAV para todas essas 

diluições em todos os grupos. O procedimento deste ELISA é igual ao realizado com 

o soro das aves, a única diferença é que no lugar do soro, a amostra adicionada foi 

o purificado da gema do ovo. Foi observado até qual diluição a amostra apresentou 
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resultado positivo no ELISA. Na titulação, a aferição também foi feita nas semanas 

1, 5, 9, 13 e 16. 

 

3.6.3. Neutralização in vitro do HAV pela IgY da gema 

Com o objetivo de avaliar a especificidade da IgY purificada da gema, foi 

realizado um teste de neutralização do HAV pela IgY em cultura de células. Várias 

diluições da IgY purificada do grupo III na semana 9 (1:1, 1:10, 1:102, 1:103, 1:104 e 

1:105) foram incubadas com 1x105 cópias de RNA/mL de HAV a 37°C por uma hora. 

Assim, este inóculo que era previamente adaptado às células FRhK-4, foi adicionado 

em uma cultura de células de FRhK-4 e mantido durante 10 dias a 37°C com 2% de 

CO2. A replicação do HAV foi avaliada pela quantificação na técnica de PCR em 

tempo real, como descrito por de Paula et al. (2009).  

 

3.7. Caracterização da IgY pela eletroforese (SDS-PAGE) e 

“Western Blotting” 

A caracterização da imunoglobulina purificada da gema dos ovos foi realizada 

pelas técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio 

(SDS-PAGE) e “Western Blotting”. A eletroforese foi realizada em uma cuba de mini 

gel da Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Em cada procedimento, dois géis 

eram corridos, um gel com o purificado da gema (grupos I, II, III, IV e V) e outro gel 

com as proteínas do vírus da hepatite A (HAF-203) (Gaspar et al., 1993). Em ambos 

os géis foi corrido o padrão de peso molecular pré-corado “Kaleidoscope” (Bio-Rad 

Laboratories, CA, USA). Antes do procedimento, o purificado e o vírus eram diluídos 

em 1:4 (uma parte do purificado ou de vírus, uma parte de PBS pH 7,4 e duas partes 

de tampão de desnaturação com β-mercaptoetanol - Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

USA) e desnaturados por 5 minutos a 95°C. Após a desnaturação, as amostras 

foram corridas em gel poliacrilamida Bis-Tris 10% a 200 V por aproximadamente 40 

minutos, tempo em que o corante atingia o final do gel. O gel com as proteínas da 

IgY era corado com “Comassie Blue” 0,1% (Sigma-aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

para visualizar as proteínas presentes no purificado e o gel com as proteínas do 

vírus era submetido à transferência das proteínas para uma membrana de 

nitrocelulose pelo método de “Western Blotting”. Com a avaliação das proteínas 
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através do perfil de peso molecular das cadeias leve e pesada, inferimos se a 

imunoglobulina presente seria ou não a IgY. 

A transferência ocorria a 100 V por 90 minutos e após, a membrana era 

incubada em solução de bloqueio 5% “overnight” a 25°C sob leve agitação. Em 

seguida, a membrana era lavada com Tampão Fosfato Salina Tween-20 (PBST) 

0,05% três vezes por cinco minutos em cada lavagem. A membrana era cortada em 

tiras iguais de forma que cada tira continha todas as proteínas do vírus. Cada tira 

era incubada com um grupo da IgY na diluição de 1:5.000 em PBST 0,05% por 4 

horas a 37°C sob leve agitação. Após a incubação, as tiras eram lavadas três vezes 

com PBST 0,05% por cinco minutos cada. A segunda incubação era com IgG anti-

IgY na diluição de 1:5.000 com PBST 0,05% por uma hora a 37°C. As três lavagens 

em PBST 0,05% eram repetidas. Na etapa seguinte, a incubação era de proteína A 

conjugada com peroxidase na diluição de 1:500 com PBST 0,05% a 37°C sob leve 

agitação durante uma hora. Após a incubação, as tiras eram lavadas três vezes com 

PBST 0,05% por cinco minutos cada. A solução de revelação (5 mg DAB, 100 mL 

CoCl2, 20 mL de H2O2 30 volumes e PBS pH 7,4 q.s.p. para cada tubo) foi feita 

durante a última lavagem. O PBS da última lavagem foi descartado e as bandas 

apareceram com as tiras mergulhadas na solução de lavagem. A reação foi parada 

pela adição de água destilada.   

 

3.8. Detecção de hepatite A em tecido hepático 

A IgY anti-HAV produzida em gema de ovo foi aplicada na técnica de 

imunofluorescência indireta para detecção do vírus da hepatite A em cortes 

histológicos de fígados congelados. O estudo envolveu quatro diferentes amostras 

de fígado a serem testadas pela técnica da imunofluorescência indireta: duas 

biópsias de fígado obtidas de macaco cynomolgus (Macaca fascicularis), uma de 

macaco inoculado com vírus da hepatite A e uma de macaco não-infectado, um 

fígado de humano com hepatite fulminante de etiologia viral pelo HAV, e um fígado 

de humano com hepatite fulminante sem etiologia viral (controle) (Tabela 3.2). Os 

fígados de macaco cynomolgus são provenientes de um estudo anterior do 

Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em Virologia (LADTV/ IOC/FIOCRUZ) 

(Amado et al., 2010) e os fígados de humanos são provenientes de outro projeto que 

estuda casos de hepatite fulminante (dos Santos et al., 2009). Para a confecção das 
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lâminas com os cortes, as amostras de fígado congeladas foram emblocadas em 

resina de Tissue-Tek® (Miles Inc. Diagnostic Division, Elkhart, IN, USA) em baixas 

temperaturas (abaixo de 0°C). Em seguida, os cortes histológicos foram cortados em 

criostato com espessura de 4 µm, fixados com acetona P.A. gelada e congelados à -

70°C. Em cada lâmina montada havia três cortes histológicos.  

  
Tabela 3.2 – Amostras de fígado de indivíduos com diagnóstico previamente conhecido 

utilizadas para testar os anticorpos IgY anti-HAV na detecção do antígeno através da técnica 

de imunofluorescência indireta. 

Amostras de fígado Infectado pelo HAV 

Primata não-humano Sim 

Primata não-humano (controle) Não 

Humano (Hepatite Fulminante A) Sim 

Humano (Controle) Não 

 
A primeira etapa da técnica de imunofluorescência era o bloqueio com 

solução de albumina de soro bovino (BSA) 2,5%, soro fetal bovino (SFB) 8% e leite 

desnatado Molico® 1% durante 2 horas e 30 minutos em câmara úmida a 37ºC. A 

etapa seguinte era da incubação com anticorpo primário IgY anti-HAV a 4°C 

“overnight”. A IgY utilizada como anticorpo primário era inicialmente do grupo III 

(HAV, IFA e CpG-ODN) e posteriormente do grupo I (vacina comercial e CpG-ODN). 

A IgY do grupo III foi testada primeiro, pois este grupo apresentou títulos maiores 

que os demais grupos. O anticorpo secundário anti-IgY Alexa Fluor® 488 (Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA) produzido em cabra, era incubado durante 1 hora e 30 

minutos em câmara úmida a 37°C. O esquema de ligação dos anticorpos primário e 

secundário pode ser observado na figura 3.2. A contra-coloração do corte histológico 

era feita com azul de Evans 1:104 e a montagem com “Slow Fade®” em glicerol com 

marcação DAPI (Invitrogen, Eugene, OR, USA) e lamínula. A leitura da lâmina era 

feita em microscópio confocal LSM Zeiss 510 Meta (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). A 

detecção do HAV em tecido de fígado através da imunofluorescência indireta foi 

realizada sob várias diluições tanto do anticorpo primário como do anticorpo 

secundário. As diluições testadas do anticorpo do grupo I foram 1:25, 1:50, 1:100, 

1:200 e 1:300, enquanto as diluições testadas do anticorpo do grupo III foram 1:50, 

1:75, 1:100, 1:200, 1:300, 1:500, 1:600, 1:1.000, 1:2.000 e 1:5.000. As diluições do 
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anticorpo secundário utilizadas foram 1:700, 1:800, 1:900, 1:1.000, 1:1.200, 1:1.400 

e 1:2.000.  Os anticorpos eram diluídos em soro normal de cabra 5% (SNC) e PBS 

pH 7,2. 

 

 

Figura 3.2 – Esquema de ligação da IgY ao tecido hepático e ligação com anticorpo secundário 

fluorescente.    

 
As amostras de fígado dos macacos são provenientes do projeto intitulado de 

“Inovabio: Desenvolvimento de vacina inativada contra vírus da hepatite A” que foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA – FIOCRUZ) com 

número de protocolo P-0257/05 (ANEXO I). As amostras de fígado dos humanos 

são provenientes do projeto “Avaliação dos aspectos imunopatológicos envolvidos 

em quadros de hepatite aguda com evolução para falência hepática fulminante” com 

aprovação nos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) da FIOCRUZ e da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro com os números de protocolo 222/03 e 

216/03, respectivamente, e termo de consentimento do Hospital Geral de 

Bonsucesso (ANEXO II). 

 

3.9. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada no programa “GraphPad Prism” 5.0. Os 

dados foram relatados como média ± desvio padrão (DP) e os níveis de significância 

foram avaliados utilizando ANOVA. As diferenças foram consideradas significantes 

quando p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeitos da imunização na biologia das frangas ISA Brown 

Todas as frangas imunizadas apresentaram-se saudáveis e com boas 

condições clínicas durante todo o tempo de experimento. O local de imunização não 

conferia dor, desconforto ou dano tecidual. Com o objetivo de investigar o estresse 

causado nos animais e a toxicidade doas adjuvantes utilizados nas imunizações, o 

ganho de peso dos animais foi acompanhado e comparado entre os grupos durante 

o experimento. Na tabela 4.1, observamos a média de peso das aves em cada grupo 

por imunização. Nenhuma anormalidade foi observada no desenvolvimento das aves 

no período acompanhado. As características histopatológicas dos fragmentos de 

órgãos coletados na necropsia foram analisadas em todos os grupos estudados e 

observou-se degeneração gordurosa em algumas áreas do fígado, determinando a 

perda da arquitetura hepática nestas áreas. Algumas áreas de congestão hepática 

também foram encontradas. No baço, a congestão foi o principal achado em todos 

os grupos. As seções renais apresentaram arquitetura normal. 

 

 

Tabela 4.1 – Média do peso corporal das aves após cada imunização. 

  Ganho de peso corporal a cada imunização 

 1ª Imunização 2ª Imunização 3ª Imunização 

 média g (±DP) média g (±DP) média g (±DP) 

Vacina + CpG-ODN 184,75 (20,4) 682,50 (33,7) 1430,00 (92,0) 

Vacina 181,25 (26,8) 670,00 (63,7) 1508,33 (135,3) 

HAV + IFA + CpG-ODN 161,00 (05,9) 638,75 (77,9) 1462,50 (108,0) 

HAV + IFA 174,50 (26,6) 583,75 (87,2) 1333,75 (176,0) 

IFA 165,50 (03,7) 616,6 (55,3) 1193,33 (66,5) 

DP = Desvio Padrão 
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4.2. Caracterização da IgY anti-HAV específica no soro e na gema 

4.2.1. Detecção de anticorpo anti-HAV no soro 

Um mês após cada imunização realizamos testes de detecção de anticorpos 

específicos anti-HAV, não somente a imunoglobulina Y, mas qualquer 

imunoglobulina, uma vez que o teste utilizado foi o ELISA anti-HAV total. Em uma 

análise comparativa do título sérico entre os diferentes grupos imunizados, nós 

detectamos o maior título nos grupos III e IV após a primeira imunização (p<0,001), 

estes dois grupos apresentaram soro-conversão mais rápida que os demais grupos. 

Os grupos I e II soro-converteram somente após a segunda imunização, e o grupo V 

não soro-converteu, pois não recebeu nenhum antígeno HAV nas imunizações, uma 

vez que este grupo era o controle negativo. O gráfico 4.1 demonstra a dinâmica da 

soro-conversão de cada grupo, onde o resultado é apresentado na razão CO/OD 

(“cut-off”/Densidade Ótica). Após a segunda e terceira imunizações não houve 

diferença estatística entre os grupos.  

 

 

Gráfico 4.1 - Produção de anticorpos anti-HAV nos diferentes grupos imunizados. Cada coluna 

no gráfico representa a média de imunoglobulina anti-HAV das galinhas pertencentes a cada 

grupo. O gráfico é do teste de ELISA para detecção de anti-HAV total com resultado do “cut-

off”/OD. t = dia da imunização; col = dia da coleta do sangue. 
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4.2.2. Espectrofotometria das proteínas totais 

Na espectrofotometria observamos a quantidade total de proteínas purificadas 

da gema do ovo, não somente a IgY. O gráfico 4.2 demonstra a concentração das 

proteínas purificadas da gema dos ovos durante as semanas. A aferição foi feita em 

semanas equidistantes em relação ao tempo. Observou-se que na primeira semana 

a gema não apresentou muitas proteínas na maioria dos grupos, como exceção do 

grupo V. Na quinta semana, todos os outros grupos apresentaram aumento na 

concentração, enquanto o grupo V manteve a concentração quase igual a primeira 

semana. Na nona e décima terceira semanas, as concentrações foram similares 

entre os grupos, já na décima sexta semana (última semana de coleta dos ovos), os 

grupos III e IV mantiveram altas concentrações e os demais grupos decaíram 

bastante.     

 

 

Gráfico 4.2 – Concentração das proteínas totais purificadas da gema em cada grupo nas 16  

semanas de avaliação. 
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No gráfico 4.3, há demonstração da quantidade média semanal de proteínas 

purificadas em cada grupo, e o grupo III teve a maior quantidade de proteína 

purificada (média por semana - 9,827mg/mL). Os outros grupos mantiveram a média 

em torno de 6 a 7mg/mL. 

 

 

Gráfico 4.3 – Concentração média por semana das proteínas totais purificadas na gema em 

cada grupo.  

 

4.2.3. Títulação da IgY anti-HAV 

A titulação do purificado da gema dos ovos foi feita com o intuito de 

quantificar a IgY anti-HAV específica em cada grupo durante as dezesseis semanas.  

A quantificação foi estabelecida pela maior diluição da IgY que apresentou resultado 

positivo no ELISA. Nessa quantificação, o produto purificado do grupo III apresentou 

maior quantidade de IgY que os demais grupos, uma vez que houve resultado 

positivo até a diluição de 1:1.000. Os grupos I e IV tiveram resultado positivo até a 

diluição de 1:10, o grupo II até 1:100, enquanto o grupo V (controle) não apresentou 

resultado positivo em nenhuma concentração (Gráfico 4.4). 
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Gráfico 4.4 – Titulação da IgY purificada da gema dos grupos ao longo das semanas. 

 

 

4.2.4. Neutralização 

Para confirmar a especificidade e eficácia da IgY anti-HAV no bloqueio da 

penetração do HAV em células FRhK-4, o teste de neutralização in vitro foi 

realizado. Os resultados indicaram que os anticorpos de IgY foram eficazes na 

neutralização. Até a diluição de 1:100 da IgY, o anticorpo neutralizou a infecção das 

células pelo vírus. A replicação viral começou a ocorrer na diluição de 1:1.000 da 

IgY, como demonstrado na tabela 4.2. 

 

Tabela 4.2 – Teste de neutralização do HAV com IgY anti-HAV e número de cópias do HAV 

detectadas na replicação. 

    Diluição da IgY 

  
Controle 
(sem IgY) 

1:1 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000 

Cópias RNA/mL 5,8 x 105 ND ND ND 2,26 65,48 

Neutralização -------- Sim Sim Sim Não Não 

ND = Não detectado 
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4.2.5. Eletroforese e “Western Blotting” 

O padrão eletroforético das proteínas purificadas da gema do ovo que foram 

corridas no gel de poliacrilamida está de acordo com o padrão da IgY (Figura 4.1), 

onde o peso molecular da cadeia leve é 21kDa e a cadeia pesada de 70kDa (Hatta 

et al., 1993). Em todos os grupos podemos observar as bandas mais espessas das 

cadeias da IgY, ou seja, em maior quantidade que as demais proteínas. 

 

 
                PM   1      2         3            4     5    

Figura 4.1 – Eletroforese em gel de poliacrilamida da IgY. 1: Grupo I; 2: Grupo II; 3: Grupo III;   

4: Grupo IV; 5: Grupo V; PM: Peso molecular.    

 

O “Western Blotting” do vírus da hepatite A (HAF-203) não revelou nenhuma 

proteína quando incubado com a IgY do grupo II. No entanto, quando incubado com 

a IgY dos grupos III e IV, muitas proteínas do vírus foram reveladas, porém, quase 

todas as proteínas estavam juntas, não podendo ser diferenciadas pelo perfil de 

peso molecular. O grupo I apresentou somente uma banda com o mesmo perfil dos 

grupos III e IV, porém, com revelação muito fraca. No grupo V, nenhuma proteína 

viral foi revelada. Esses resultados podem ser observados na figura 4.2.   

 
 
 

70kDa 

21kDa 
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PM   1     2      3         4         5 

Figura 4.2 – “Western Blotting” da IgY. PM: Peso molecular; 1: Grupo I; 2: Grupo II; 3: Grupo III; 

4: Grupo IV; 5: Grupo V (controle negativo). Observam-se bandas específicas para o vírus da 

hepatite A apenas nas colunas referentes aos grupos III e IV. Na coluna referente ao grupo I 

também há uma banda, porém bem fraca (29-31kDa). 

 

4.3. Detecção do HAV em tecido de fígado 

A detecção do HAV em tecido de fígado através da imunofluorescência 

indireta foi realizada sob várias diluições tanto do anticorpo primário como do 

anticorpo secundário. 

 

4.3.1. Ensaios de imunofluorescência indireta utilizando IgY do grupo III 

Nos experimentos demonstrados nesta seção, a IgY anti-HAV específica 

utilizada foi purificada do grupo III (HAV + IFA + CpG-ODN) e a IgY inespecífica 

utilizada como controle foi purificada do grupo V (IFA - controle). Nas tabelas a 

seguir podemos observar o resultado de diferentes combinações de diluições do 

anticorpo primário (IgY) e do anticorpo secundário (anti-IgY) (Tabelas 4.3, 4.4, 4.5 e 

4.6). As figuras após cada tabela exemplificam cada experimento (Figuras 4.3, 4.4, 

4.5 e 4.6).   

Na primeira imunofluorescência, testamos diluições do anticorpo primário de 

1:50, 1:75, 1:100 e 1:300 em duas amostras, uma de primata não-humano infectado 

com o HAV e uma de humano não infectado (Tabela 4.3 e Figura 4.3). 

29-31kDa 
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Tabela 4.3 – Diluições do anticorpo primário de 1:50 a 1:300 e do secundário de 1:700.   

Tecido hepático 

Diluições do anticorpo 1º 

C (1:50) 1:50 1:75 1:100 1:300 

MT BG MT BG MT BG MT BG MT BG 

Cynomolgus infectado  - *A +++ + ++ ++ +++ ++ ++ +++ +*B 

Humano não-infectado - *C +++ + ++ ++*D +++ ++ ++ NR 

C = IgY controle; MT = Marcação no tecido; BG = Background; NR = Não realizado; 

Intensidade de reação: - = Sem reação; + = Fraco; ++ = Moderado; +++ = Forte. 

* = Amostra referente à letra da prancha 

 

 

 
Figura 4.3 – Imunofluorescência indireta 1. Ac 1º = anticorpo primário; Ac 2º = anticorpo 

secundário. 

A B 

C D 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:50 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:700 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:300 
Ac 2º 1:700 

Humano não-infectado 
Ac 1º 1:50 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:700 

Humano não-infectado 
Ac 1º 1:75 
Ac 2º 1:700 
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Neste próximo experimento, testamos diluições do anticorpo secundário em 

1:800 e 1:900 em três amostras diferentes, uma de primata não-humano infectado, 

uma de humano infectado e uma de humano não infectado (Tabela 4.4 e Figura 4.4). 

 

 

Tabela 4.4 – Diluição do anticorpo primário de 1:200 e diluições do anticorpo secundário de 

1:800 e 1:900.   

Tecido hepático 

Diluições do anticorpo 2º 

C (1:800) 1:800 1:900 

MT BG MT BG MT BG 

Cynomolgus infectado - *A ++ + + +++ + *B 

Humano infectado - *C ++ + ++ ++ + *D 

Humano não-infectado - *E ++ +++ + *F + + 

C = IgY controle; MT = Marcação no tecido; BG = Background; 

Intensidade de reação: - = Sem reação; + = Fraco; ++ = Moderado; +++ = Forte. 

* = Amostra referente à letra da prancha 
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Figura 4.4 – Imunofluorescência indireta 2. Ac 1º = anticorpo primário; Ac 2º = anticorpo 

secundário. 

 

 

A B 

C D 

E F 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:200 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:800 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:200 
Ac 2º 1:900 

Humano infectado 
Ac 1º 1:200 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:800 

Humano infectado 
Ac 1º 1:200 
Ac 2º 1:900 

Humano não-infectado 
Ac 1º 1:200 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:800 

Humano não-infectado 
Ac 1º 1:200 
Ac 2º 1:800 
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Nesta imunofluorescência indireta, testamos diluições do anticorpo secundário 

de 1:1.000, 1:1.100, 1:1.200, 1:1.300, 1:1.400, 1:1.600, 1:1.800 e 1:2.000 somente 

em um tecido de primata não-humano infectado, onde a diluição de 1:1.200 foi a 

melhor (Tabela 4.5 e Figura 4.5). 

 

 

Tabela 4.5 – Diluição do primário de 1:200 e diluições do anticorpo secundário de 1:1.000 a 

1:2.000.   

Tecido hepático 

Diluições do anticorpo 2º 

C (1:1.000) 1:1.000 1:1.200 1:1.400 1:2.000 

MT BG MT BG MT BG MT BG MT BG 

Cynomolgus infectado - *A ++ +++ ++ +++ + + + + *B + 

C = IgY controle; MT = Marcação no tecido; BG = Background; 

Intensidade de reação: - = Sem reação; + = Fraco; ++ = Moderado; +++ = Forte. 

* = Amostra referente à letra da prancha 

 

 

 
Figura 4.5 – Imunofluorescência indireta 3. Ac 1º = anticorpo primário; Ac 2º = anticorpo 

secundário. 

 

A B Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:200 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.000 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:200 
Ac 2º 1:2.000 
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Nesta imunofluorescência, testamos diluições do anticorpo primário de 1:200, 

1:300, 1:500, 1:600, 1:1.000, 1:2.000, e 1:5.000 em quatro amostras, duas de 

primatas não-humanos, uma infectada e uma não infectada, e duas amostras de 

humanos, uma infectada e uma não infectada (Tabela 4.6 e Figura 4.6). 

 

 

Tabela 4.6 – Diluição do primário de 1:200 a 1:5.000 e diluição do anticorpo secundário de 

1:1.200.   

Tecido 
hepático 

Diluições do anticorpo 1º 

C (1:300) 1:500 1:600 1:1.000 1:2.000 1:5.000 

MT BG MT BG MT BG MT BG MT BG MT BG 

Cynomolgus 
infectado - *A +++ +++ ++ ++*B ++ ++ + + - - - 

Cynomolgus não-
infectado - - ++ + ++ + ++ - - + - - 

Humano 
infectado - *C ++ +++ ++ +++ *D++ + + + - - - 

Humano não-
infectado - *E +++ - *F + - + ++ - ++ - - - 

C = IgY controle; MT = Marcação no tecido; BG = Background; 

Intensidade de reação: - = Sem reação; + = Fraco; ++ = Moderado; +++ = Forte. 

* = Amostra referente à letra da prancha 
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Figura 4.6 – Imunofluorescência indireta 4. Ac 1º = anticorpo primário; Ac 2º = anticorpo 

secundário. 

 

 

A B 

E F 

C D 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:300 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.200 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:600 
Ac 2º 1:1.200 

Humano infectado 
Ac 1º 1:300 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.200 

Humano infectado 
Ac 1º 1:600 
Ac 2º 1:1.200 

Humano não-infectado 
Ac 1º 1:300 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.200 

Humano não-infectado 
Ac 1º 1:500 
Ac 2º 1:1.200 
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Nos experimentos em que utilizamos a IgY proveniente do grupo III, 

independente da diluição, os cortes ficaram extremamente marcados, indicando que 

havia muitas ligações inespecíficas no tecido hepático. 

 

4.3.2. Ensaios de imunofluorescência indireta utilizando IgY do grupo I 

Nestes ensaios, a IgY anti-HAV específica utilizada foi purificada do grupo I 

(vacina + CpG-ODN) e a IgY inespecífica utilizada como controles foi purificada do 

grupo V (IFA – controle). Na tabela 4.7 podemos observar o resultado de diferentes 

combinações de diluições do anticorpo primário com diluição do anticorpo 

secundário de 1:1.200. A figura 4.7 exemplifica algumas marcações do experimento.  

 

Tabela 4.7 – Diluição do anticorpo primário de 1:25 a 1:300 e diluição do anticorpo 

secundário de 1:1.200.   

Tecido 
hepático 

 Diluições do anticorpo 1º 

C (1:100) 1:25 1:50 1:100 1:200 1:300 

MT BG MT BG MT BG MT BG MT BG MT BG 

Cynomolgus 
infectado - *A +++ - *B +++ ++ +++ - +++ - ++ - ++ 

Cynomolgus não-
infectado - *C +++ ++ +++ ++ +++ - *D +++ - +++ + + 

Humano infectado - *E +++ NR NR - *F +++ - - NR 

Humano não-
infectado - +++ NR NR - +++ - +++ NR 

C = IgY controle; MT = Marcação no tecido; BG = Background; NR = Não realizado; 

Intensidade de reação: - = Sem reação; + = Fraco; ++ = Moderado; +++ = Forte. 

* = Amostra referente à letra da prancha 
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Figura 4.7 – Imunofluorescência indireta 5. Ac 1º = anticorpo primário; Ac 2º = anticorpo 

secundário. 

 
 
 

A B 

C D 

E F 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:100 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.200 

Cynomolgus infectado 
Ac 1º 1:25 
Ac 2º 1:1.200 

Cynomolgus não-infectado 
Ac 1º 1:100 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.200 

Cynomolgus não-infectado 
Ac 1º 1:100 
Ac 2º 1:1.200 

Humano infectado 
Ac 1º 1:100 (IgY Controle) 
Ac 2º 1:1.200 

Humano infectado 
Ac 1º 1:100 
Ac 2º 1:1.200 
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5. DISCUSSÃO 

 

A produção de anticorpos contra o vírus da hepatite A tem importante papel 

no diagnóstico e no tratamento; frequentemente essas funções exigem grandes 

quantidades de anticorpos. As imunoglobulinas anti-HAV usadas em testes de 

diagnóstico são principalmente anticorpos policlonais derivados de plasma humano 

ou de coelhos, que têm oferta limitada e podem causar possíveis riscos à saúde 

devido a impurezas e a reações cruzadas indesejáveis. A produção limitada da IgG 

pelo pequeno rendimento torna a produção do anticorpo muito dispendiosa. Neste 

trabalho consideramos os benefícios teóricos descritos na literatura relacionados à 

tecnologia da IgY para a produção de anticorpos policlonais e sua aplicação na 

pesquisa biomédica e no diagnóstico. Espera-se no futuro que a tecnologia da IgY 

desempenhe uma importância maior na pesquisa, diagnóstico e na imunoterapia 

(Tini et al., 2002).   

A produção de anticorpos anti-HAV nas aves representa um método ético 

para substituir a produção desses anticorpos em mamíferos. Neste estudo, o início 

da postura dos ovos ocorreu na décima oitava semana de idade das aves, sem 

alterações clínicas detectáveis, mesmo na curva de crescimento normal das aves 

submetidas à imunização (Tabela 4.1). Apenas áreas de degeneração gordurosa e 

de congestão hepática foram observadas. As lesões são consideradas inespecíficas 

e decorrentes da dieta comercial rica em gordura (Ayala et al., 2009), pois um pré-

requisito para o desenvolvimento de esteatose hepática não-alcoólica é o acúmulo 

de excesso de triglicerídeos nos hepatócitos, e o acúmulo de lipídeos pode resultar 

em congestão hepática (Browning, 2009). 

A primeira imunização ocorreu somente quando as aves atingiram vinte e um 

dias de idade para evitar a possibilidade de estresse com redução da produção de 

ovos (Lévesque et al., 2007). A última imunização ocorreu aos noventa e oito dias de 

idade das aves, ou seja, vinte e quatro dias antes do início da postura dos ovos. 

Analisando a produção de anticorpos anti-HAV no soro das galinhas após cada 

imunização, podemos observar que as aves que foram imunizadas com HAV e 

adjuvante incompleto de Freund (grupos III e IV), com a presença ou não de CpG-

ODN, exibiram resposta para o HAV já na primeira imunização. Deve-se ressaltar 

que a mensuração de anticorpos anti-HAV no soro foi realizada pelo ELISA anti-HAV 
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total, ou seja, identifica qualquer tipo de imunoglobulina, podendo ser nas aves IgY, 

IgM ou IgA. Após a segunda imunização, todos os grupos soro-converteram e 

continham altos títulos de anticorpos anti-HAV, exceto o grupo V, resultado esperado 

por se tratar do controle (Gráfico 4.1). Os grupos que foram imunizados com CpG-

ODN (grupos I e III) apresentaram títulos mais altos de imunoglobulina específica 

anti-HAV dentre todos os grupos ao final de todas as imunizações, com destaque 

para o grupo III que apresentou título mais elevado que os demais grupos. Os 

grupos imunizados com a vacina (grupos I e II) alcançaram altos títulos noventa dias 

após a primeira imunização, o que confirma que a vacina comercial pode ser útil 

para produção de IgY anti-HAV. O uso do adjuvante incompleto de Freund não 

resultou no aumento significativo do título de anticorpos anti-HAV no sangue das 

aves comparado às aves sem este adjuvante (p>0,05). Porém, quando a IgY 

purificada da gema dos ovos foi quantificada, nós observamos que o grupo tratado 

com HAV, IFA e CpG-ODN (grupo III) apresentou aumento significativo dos títulos de 

IgY (p<0,05). 

Embora o título de anticorpos tenha variado de acordo com a formulação do 

inóculo utilizado em cada grupo, a quantidade de anticorpos produzidos foi 

consistentemente alta, onde cada grupo colocou aproximadamente 281 ovos em 

quatro meses (dezesseis semanas). Considerando que a gema do ovo de galinha 

contém de 100 a 150 mg de anticorpos IgY, esta quantidade de ovos pode resultar 

em 28 a 42 g de IgY ao ano por galinha (Mine et al., 2002; Pauly et al., 2009). A 

fração de anticorpos IgY específicos representa de 2 a 10% da IgY total obtida 

(Schade et al., 1994). A espectrofotometria do produto purificado das gemas foi 

realizada para observar a quantidade de proteínas totais na gema do ovo, no 

entanto, este método somente identifica a quantidade de proteínas purificadas e não 

a IgY especificamente. Por esse motivo, o grupo V (controle) também apresenta alta 

concentração de proteínas na espectrofotometria, uma vez que este método 

identifica todas as proteínas, inclusive a IgY, que no caso deste grupo está presente, 

mas é inespecífica. O grupo que apresentou maior concentração média de proteínas 

totais por semana na gema foi o grupo III (9,827mg/mL), mas os outros grupos 

também tiveram altas concentrações.  

Neste estudo, os ovos coletados foram classificados por semana e grupo de 

imunização. Os métodos de titulação da IgY pelo ELISA e a neutralização em cultura 

de células são capazes de demonstrar a quantidade da IgY purificada da gema. 
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Como observado na titulação, em todos os grupos imunizados, o pico máximo de 

título de IgY anti-HAV aconteceu na nona semana de postura dos ovos (178 dias de 

vida das aves) e estabilizou até a décima sexta semana após o início da produção 

dos ovos (gráfico 4.4), resultado similar descrito por Loeken et al. (1983). 

Curiosamente, entre todos os grupos, somente as aves do grupo III apresentaram 

transferência de IgY anti-HAV para a gema na primeira semana de ovoposição (122 

dias de idade). Esse fato sugere que o anticorpo IgY anti-HAV foi transferido 

lentamente do soro para a gema nas semanas seguintes. 

O grupo de aves imunizadas com HAV, IFA e suplementada com CpG-ODN, 

teve aumento de mais de cem vezes no título de IgY anti-HAV em todas as 

semanas, quando comparado ao grupo de aves imunizadas com HAV e IFA (Gráfico 

4.4), ou seja, a CpG-ODN pode ser utilizada como suplemento de adjuvante em 

imunizações. No grupo III, a concentração média de IgY anti-HAV foi sempre maior 

que dos outros grupos, da primeira à décima sexta semana de coleta dos ovos. A 

diferença foi significante (p<0,05). A obtenção de altos níveis de anticorpos 

específicos com a utilização de adjuvantes, já foi descrito anteriormente por 

Lévesque et al. (2007). O rendimento da IgY específica aumentou ao longo do 

tempo, de modo que o título de anticorpos permaneceu elevado, mesmo após 

bastante tempo decorrido das imunizações, além da capacidade demonstrada pela 

IgY de neutralização, onde bloqueou a atividade funcional do HAV in vitro. A 

neutralização ocorreu até a diluição de 1:100 da IgY. Na diluição de 1:1.000 a 

quantidade de HAV encontrado após a neutralização foi muito baixa (2,26 cópias 

RNA/mL), porém, deve-se considerar como uma diluição sem eficiência em 

neutralizar o HAV. Fu et al. (2006) encontraram resultado similar com a IgY anti-

SARS coronavírus (Síndrome Respiratória Aguda Grave), no qual na diluição de 

1:640 obtiveram neutralização, porém, na diluição de 1:1.280 o vírus replicou. Esses 

resultados demonstram que a IgY anti-HAV proveniente da gema do ovo pode ser 

útil em imunoterapia passiva contra hepatite A, uma vez que as imunoglobulinas 

parecem ser eficazes para profilaxia pré-exposição e tratamento pós-exposição ao 

vírus da hepatite A. (Liu et al., 2009).   

A caracterização e a especificidade da IgY para o vírus da hepatite A também 

foram confirmadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida e pelo “Western 

Blotting” em membrana de nitrocelulose. Na análise das proteínas na eletroforese 

através do perfil de peso molecular das cadeias leve e pesada, pode-se inferir que a 
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imunoglobulina presente no purificado da gema é a IgY, pois a cadeia leve da IgY 

pesa 21kDa e a cadeia pesada pesa 70kDa (Figura 4.1) (Hatta et al., 1993), 

enquanto, o peso molecular das cadeias leve e pesada da IgG são 22kDa e 50kDa, 

respectivamente (Hatta et al, 1993). Outras proteínas além da IgY podem ser 

observadas na eletroforese, porém, em quantidades bem inferiores, fato que é 

evidenciado pela densidade (espessura) das bandas. No “Western Blotting”, o 

interesse principal foi mostrar a especificidade da IgY ao HAV, portanto, o vírus foi 

desnaturado, corrido em gel de poliacrilamida e posteriormente transferido pra uma 

membrana de nitrocelulose. Nos grupos III e IV observamos que houve ligação da 

IgY purificada às proteínas do vírus presentes na membrana, enquanto a IgY do 

grupo I apresentou somente uma banda bem fraca e a IgY do grupo II não se ligou, 

aparentemente não demonstrando especificidade ao vírus. O grupo V também não 

demonstrou ligação. 

As detecções de anticorpos específicos no soro das aves e nas gemas 

purificadas em conjunto com a neutralização em cultura de célula demonstraram que 

as galinhas produziram anticorpos anti-HAV específicos e este foi transportado para 

a gema dos ovos. Além disso, a eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrou 

que este anticorpo purificado da gema é a IgY. Juntando todos esses dados, 

conseguimos comprovar que as aves produziram IgY anti-HAV e estes anticorpos 

foram transferidos para a gema. 

Após comprovar que o anticorpo purificado era a IgY e específica para o HAV, 

começamos a utilizar esta imunoglobulina na detecção do vírus em tecido hepático. 

Para realizar a imunofluorescência indireta utilizamos IgY dos grupos I, III e V, os 

dois primeiros como anticorpo específico e o terceiro o anticorpo inespecífico 

(controle). Inicialmente, a IgY purificada da gema dos ovos escolhida como anticorpo 

primário para realização da imunofluorescência indireta foi a do grupo III, pois este 

grupo apresentou o melhor título de anticorpos IgY anti-HAV. O estudo também visa 

padronizar as diluições dos anticorpos primário e secundário, pois a IgY anti-HAV 

não havia sido descrita até o momento, portanto, vários testes com muitas diluições 

foram realizados. No primeiro experimento, as diluições do anticorpo primário 

testadas foram de 1:50 a 1:300 com o objetivo de determinar a diluição ideal do 

anticorpo primário. Porém, todos os cortes apresentaram bastante “background” com 

muito precipitado de fluorescência e bastante sujeira, inclusive em locais na lâmina 

que não havia tecido de fígado. Nos cortes que foram incubados com a IgY 
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específica (grupo III) dois tipos de problemas ocorreram, o primeiro foram os pontos 

verdes no vidro da lâmina e o outro foi a marcação inespecífica dos hepatócitos, pois 

mesmo no tecido de fígado controle (não-infectado) houve marcação do anticorpo. 

No caso dos cortes que foram incubados com o anticorpo controle (grupo V), houve 

somente o precipitado com pontos verdes no vidro da lâmina, neste caso, o 

resultado foi muito claro, os hepatócitos não ficaram marcados pela IgY (Tabela 4.3 

e Figura 4.3). 

A inespecificidade ficou bem evidenciada em todos os outros experimentos 

que foram realizados com o anticorpo IgY proveniente do grupo III (Tabela 4.4, 

Tabela 4.5, Tabela 4.6). Inclusive, na segunda imunofluorescência, o tecido hepático 

de humano de uma paciente de hepatite fulminante sem causa de etiologia viral 

(ausência de hepatite A), a IgY específica marcou células que aparentavam ser 

células de Kupffer (macrófagos) (Figura 4.4, prancha F). Esse resultado poderia ser 

interpretado de duas formas: o anticorpo está marcando tudo e não está sendo 

específico ou o paciente de hepatite fulminante não foi diagnostico corretamente. 

Esta segunda situação seria um caso positivo para hepatite A, que não foi 

diagnosticado pela sorologia, pois em casos de hepatite fulminante, o soro do 

paciente é testado para detectar a presença de anticorpos para hepatite A, hepatite 

B e hepatite C. 

Porém, conforme outros ensaios de imunofluorescências foram sendo feitos, 

observamos que independente do tecido hepático estar infectado ou não-infectado 

pelo vírus da hepatite A, o anticorpo marcava, mesmo que com fraca marcação. 

Somente os tecidos de fígado que eram incubados com anticorpo IgY inespecífico, 

proveniente do grupo V, não apresentavam marcação tecidual, somente pontos de 

precipitado no vidro da lâmina. A não marcação tecidual era um resultado esperado, 

pois as frangas desse grupo não receberam qualquer tipo de antígeno. Os cortes 

não-infectados com HAV (controle) incubados com IgY específica apresentaram 

menos marcação tecidual a partir da diluição 1:2.000 ou maior do anticorpo primário 

(Tabela 4.6), ou seja, uma diluição muito alta, onde mesmo que o tecido estivesse 

infectado o anticorpo específico não marcaria. Quando o anticorpo secundário foi 

diluído em 1:2.000, maior diluição recomendada pelo fabricante (Molecular Probes, 

Eugene, OR, USA), também houve menor marcação inespecífica do anticorpo 

(Tabela 4.5). No entanto, os melhores resultados foram observados com diluição do 

anticorpo secundário em 1:1.200, portanto, estabelecemos esta diluição como ideal 



 

60 
 

e todos os experimentos após esta observação foram feitos com o anticorpo 

secundário em 1:1.200. 

A utilização da IgY proveniente do grupo imunizado com HAV, IFA e CpG-

ODN (grupo III) na imunofluorescência não gerou bons resultados; o anticorpo não 

marcou especificamente. Os tecidos hepáticos infectados e não infectados foram 

marcados pelo anticorpo com intensidade similar. A escolha da IgY do grupo III foi 

feita pela concentração deste anticorpo mais alta que nos demais grupos. Porém, no 

momento da escolha do anticorpo, um fator muito importante, provável motivo da 

marcação inespecífica não foi pensado. O grupo III foi imunizado com o vírus da 

hepatite A, adjuvante incompleto de Freund e CpG-ODN como dito anteriormente, e 

este vírus foi produzido em cultura de células FRhK-4, células de rim de macacos 

rhesus. Na produção do HAV, as células são rompidas em vários ciclos de 

congelamento e descongelamento para a captura do vírus, com isso, restos 

celulares acabam sendo capturados também. Portanto, quando as galinhas dos 

grupos III e IV foram imunizadas, elas foram imunizadas com proteínas de primatas 

não-humanos também, presentes nos restos celulares. Como as aves são 

filogeneticamente distantes dos macacos, as proteínas conservadas de mamíferos 

exibem alta imunogenicidade nas aves (Gassmann et al., 1990), portanto, as 

proteínas celulares foram reconhecidas pelo sistema imune das aves como antígeno 

não-próprio, com isso, foi produzido anticorpos IgY contra essas proteínas celulares 

de primatas não-humanos. 

O purificado da gema do ovo desses grupos contém IgY específica de 

proteínas de primatas não-humanos, então, quando utilizada na imunofluorescência 

indireta, a IgY marcará proteínas conservadas que estão presentes nos hepatócitos 

tanto de primatas não-humanos como de primatas humanos. Huang et al. (2008), 

descreveram que anticorpos IgY produzidos contra proteínas conservadas de 

humanos também reconhecem proteínas ortólogas de outras espécies de mamíferos 

tais como primatas não-humanos, rato, camundongo, porco, cabra, vaca e cão. Tal 

fato também pode ser comprovado no “Western Blotting”, pois o vírus que foi corrido 

em eletroforese e transferido para a membrana de nitrocelulose, também continha 

restos celulares, e os únicos grupos que apresentaram ligação específica muito 

expressiva foram os grupos III e IV, que foram imunizados com o vírus cultivado em 

cultura de células. 
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Uma vez que nós não estávamos obtendo bons resultados com a IgY anti-

HAV proveniente do grupo III, partimos para o teste com o anticorpo proveniente do 

grupo I, pois dentre os dois grupos imunizados com a vacina, o grupo I apresentou 

títulos mais elevados de IgY anti-HAV. Como a diluição do anticorpo secundário foi 

mantida em 1:1.200 em todos os experimentos, em uma única tabela podemos 

demonstrar os resultados da comparação de várias diluições do anticorpo IgY anti-

HAV, de 1:25 a 1:300 (Tabela 4.7). Os resultados com este anticorpo foram mais 

promissores, pois em diluições mais baixas como 1:100 e 1:200 não houve intensa 

marcação inespecífica do tecido, no entanto, os cortes de fígado que eram 

sabidamente infectados com o vírus da hepatite A não apresentaram ligação 

específica pelo anticorpo, sendo necessários mais experimentos para chegar à 

diluição ideal do anticorpo primário. 

Apesar da melhoria dos resultados com o anticorpo do grupo I, o acúmulo de 

pontos de precipitado verde no vidro da lâmina continuou bem intenso. Uma 

explicação plausível para o precipitado é presença de resquícios de PEG na solução 

do anticorpo IgY anti-HAV, pois o método de precipitação pelo polietileno glicol foi o 

utilizado para purificação da IgY, e o PEG não é totalmente retirado da solução final 

do anticorpo. Segundo Ismail (2005), a precipitação pelo PEG é relativamente 

específica às imunoglobulinas e aos complexos de imunoglobulinas. Portanto, o 

PEG presente na solução do anticorpo purificado pode formar complexos de IgY que 

se depositam no corte de fígado e no vidro da lâmina, com posterior ligação do 

anticorpo secundário fluorescente aos complexos. Como descrito por Ellis et al. 

(2005), uma das limitações do método de precipitação por PEG é que pode interferir 

em alguns imunoensaios. 

Neste estudo, tentamos aumentar a resposta imune para produção de 

anticorpos específicos para o vírus da hepatite A através da co-administração de IFA 

com oligodesoxinucleotídeo sintético (CpG-ODN). CpG-ODN são agonistas 

sintéticos de receptores “Toll-like” 9 e indutores potentes da imunidade inata e 

adquirida (Vincent et al., 2009). Tem sido demonstrado que CpG-ODN pode 

funcionar como adjuvante eficaz para vacinas contra uma variedade de patógenos, 

como bactérias, vírus, fungos e parasitas (Davis et al., 1998; Moldoveanu et al., 

1998; Eastcott et al., 2001; Mahmood et al., 2006; Wu et al., 2009). No caso da 

hepatite A, a CpG-ODN tem sido benéfica para aumentar a imunogenicidade tanto 

na vacina comercial inativada quanto para o HAV, como demonstrado nos gráficos 
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4.1 e 4.4. A adição de CpG-ODN aumentou significativamente a IgY anti-HAV. No 

que diz respeito à regulamentação de proteção aos animais, a imunização de aves 

oferece vantagens: a imunização com CpG-ODN como adjuvante foi bem tolerada e 

a coleta dos ovos, em contraste a sangria de animais, é não-invasiva (Gassmann et 

al., 1990). O processo de isolamento é simples e econômico, tendo produção com 

grande rendimento e em larga escala, fatos que comprovam o uso de aves como 

uma alternativa ética para produção de anticorpos específicos anti-HAV.  

A imunofluorescência utilizando IgY específica para outros patogenos já foi 

descrita (Staak, 1996; Shin et al., 2009), porém, na literatura científica, não há relato 

sobre a produção de IgY específica para o vírus da hepatite A e utilização em terapia 

ou em alguma técnica de diagnóstico. Portanto, esse estudo é o pioneiro na 

produção de IgY anti-HAV. A padronização da detecção do HAV através da técnica 

de imunofluorescência indireta em tecido de fígado utilizando IgY anti-HAV, não foi 

alcançada, porém, os resultados são mais promissores em relação ao anticorpo 

produzido pelas aves imunizadas com vacina mais CpG-ODN. A possibilidade deste 

anticorpo IgY anti-HAV ser mais rentável que os anticorpos anti-HAV disponíveis no 

mercado é muito grande, pois em um estudo descrito por Amado et al. (2010), o 

anticorpo norte-americano (United States Biological, Swampscott, MA, USA) utilizado 

na imunofluorescência indireta para detecção de HAV no fígado e em outros tecidos, 

a diluição utilizada foi de 1:20. Essa diluição utilizada retrata a baixa rentabilidade e 

o quão caro é trabalhar com os anticorpos disponíveis no mercado. Para a melhora 

dos resultados da IgY na imunofluorescência, talvez seja necessário a escolha de 

outro método de purificação que possa refinar o produto purificado. Como 

comprovado pela eletroforese, o purificado da gema possui outras proteínas além da 

IgY. Entre essas proteínas, algumas podem causar algum tipo de interferência na 

ligação do anticorpo com o vírus presente no corte de fígado. A precipitação pelo 

PEG é uma técnica bruta e não-específica, que separa as proteínas pela 

solubilidade (Atha et al., 1981).  

Além da utilização em métodos de diagnóstico e pesquisa, a administração 

oral de IgY purificada pode ser usada em imunoterapia passiva contra infecções no 

trato gastrointestinal por bactérias e vírus. Deste modo, a IgY é uma alternativa a 

antibióticos para tratamento de patógenos entéricos antibiótico-resistentes em 

humanos e animais (Carlander et al., 2000). O tratamento oral com IgY pode ser 

realizado, pois a gema de ovo purificada possui algumas proteínas além da IgY 
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(Nilsson et al., 2007) e uma dessas proteínas, a ovomucóide da galinha, presente no 

purificado da gema do ovo, protege até certo ponto contra a degradação proteolítica 

da IgY pelas enzimas digestivas. Portanto, protege a IgY quando administrada em 

tratamento oral para infecções gastrointestinais (Shah et al., 2004; Kovacs-Nolan et 

al., 2005b). Fu et al. (2006) demonstraram que produtos manufaturados para fins 

comerciais tais como cápsulas, spray e solução intravenosa podem ser fabricados a 

partir de IgY, para isso, é necessário que determine-se novos métodos de 

refinamento da purificação da IgY proveniente de gema de ovo. Para facilitar o 

processo de produção em larga escala de IgY purificada, as técnicas de 

desengorduramento e purificação são pontos-chave para futuros estudos (Fu et al., 

2006).  
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6. CONCLUSÕES 

 

 

� A produção de IgY específica para o vírus da hepatite A através de 

imunizações de frangas poedeiras é um procedimento exeqüível, 

relativamente simples e adequado à produção em larga escala. 

 

� A associação dos adjuvantes CpG-ODN e adjuvante incompleto de Freund 

contribuiu para aumentar o rendimento na produção de IgY anti-HAV. 

 

� A técnica de imunofluorescência indireta para detecção do antígeno HAV no 

fígado com utilização da IgY ainda necessita ser ajustada para diminuir o 

excesso de ligações inespecíficas encontradas. 

 

� Em conjunto, os dados desta dissertação demonstraram que frangas 

poedeiras são eficientes produtoras de anticorpos específicos que podem ser 

utilizados na saúde pública. 
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8. ANEXO I 

Certificado de aprovação pelo CEUA-FIOCRUZ do projeto que envolveu os macacos 

cynomolgus. 
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9. ANEXO II 

Certificado de aprovação pelo CEP-FIOCRUZ do projeto que envolveu pacientes de 

hepatite fulminante. 
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Certificado de aprovação pelo CEP-UFRJ do projeto que envolveu pacientes de 

hepatite fulminante. 
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Certificado de aprovação pelo Hospital Geral de Bonsucesso do projeto que 

envolveu pacientes de hepatite fulminante. 
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10. ANEXO III 

Artigo submetido ao “Journal of Virological Methods”.  
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