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APRESENTAÇÃO

Falar de ciências no contexto contemporâneo, é questionar vários princípios e 
propostas, é deixar de lado o “paradigma dominante” que é o modelo de ciência do 
passado, caracterizado pela luta apaixonada contra todas as formas de dogmatismo 
e autoridade. É observar e analisar a necessidade do homem de uma compreensão 
mais aprofundada do mundo, bem como a necessidade de precisão para a troca de 
informações, que acabam levando à elaboração de sistemas mais estruturados de 
organização dos diversos tipos de conhecimentos.

Aqui se observa a ciência da vida como forma de conhecimento que é compreendida 
num sentido mais especifico, com aprimoramento do estudo acadêmico, refletido a 
teoria e prática das áreas da saúde em geral.

Neste compilado de conhecimentos, foram realizados e definidos de maneiras 
diferentes pelos diversos autores que se lançam a tarefe de refletir sobre a “As 
ciências da Vida frente ao Contexto Contemporâneo”, algumas definições são bastante 
semelhantes, outras levantam algumas diferenças.

Boa leitura 

Denise Pereira
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RESUMO: Esse estudo descreve um método 
rápido e de baixo custo para purificação de 

imunoglobulinas da gema de ovos de galinhas 
imunizadas com o vírus da Zika. A IgY é uma 
imunoglobulina produzida por aves e répteis 
e transferida para seus descendentes através 
da gema dos ovos. Há várias vantagens em 
produzir anticorpos imunizando galinhas, 
principalmente pelo ponto de vista bioético, pois 
a obtenção das IgY da gema dos ovos é um 
método não invasivo. Dessa forma é importante 
tomar-se conhecimento de um processo de 
purificação da IgY que seja rápido, eficiente e 
de baixo custo. O presente trabalho teve como 
objetivo estabelecer um protocolo rápido e de 
baixo custo para purificação de anticorpos IgY 
anti-Zika vírus a partir da gema do ovo.
PALAVRAS-CHAVES: Imunoglobulina, Zika, 
diagnóstico.

ABSTRACT: The following study describes a 
rapid and low cost method for purification of egg 
yolk immunoglobulins from chickens immunized 
with Zika virus. IgY is an immunoglobulin 
produced by birds and reptiles and transferred to 
the descendants through the egg yolk. There are 
several advantages in producing antibodies by 
immunizing chickens, mainly from the bioethical 
point of view, since obtaining IgY from egg yolk 
is a non-invasive method. Thus it is important 
to become aware of an IgY purification process 
that is rapid, efficient and inexpensive. The 
present work aimed to establish a fast and low 
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cost protocol for the purification of IgY anti-Zika virus antibodies from egg yolk.
KEYWORDS: Immunoglobulin, Zika, diagnosis.

1 |  INTRODUÇÃO

A ZIKA é uma doença viral infecciosa causada pelo Zika vírus (ZIKV), que há 
pouco tempo tornou-se uma preocupação internacional, visto que essa arbovirose 
representa uma grave ameaça para saúde mundial, principalmente em países tropicais, 
onde os vetores transmissores Aedes aegypti e Aedes albopictus encontram condições 
climáticas ideais para sua proliferação. O governo Brasileiro tem divulgado um kit de 
diagnóstico, o Kit Nat®, que promete rapidez no diagnóstico da Dengue, Chikungunya 
e Zika. Entretanto, esse kit funciona por PCR, necessitando de equipamentos 
sofisticados, além de só ser possível a detecção do patógeno durante o período de 
infecção viral, que dura apenas alguns dias. Por isso, se faz extremamente necessário 
o desenvolvimento de anticorpos de forma rápida e econômica para utilização em 
testes de imunodiagnóstico. A imunoglobulina mais abundante no soro de galinhas é a 
IgY (Yolk Immunoglobulin) que é transferida para seus descendentes, através da gema 
dos ovos (ROSE; ORLANS; BUTRESS, et al., 1974). A IgY é uma excelente opção a 
IgG, pois apresenta várias vantagens quando comparada com a IgG produzida por 
mamíferos, podendo ser aplicada do mesmo modo nos testes de imunodiagnóstico 
(SCHADE et al., 2000). Dentre essas vantagens, a do ponto de vista bioético se 
destaca, pois, o método de coleta da IgY não é invasivo, não sendo necessário fazer 
sangria ou eutanásia dos animais (SCHADE et al., 2000). A utilização de galinhas para 
produção de imunoglobulinas é uma boa alternativa, desde que a obtenção desses 
anticorpos da gema do ovo seja feita por um processo simples de purificação (HAU; 
HENDRIKSEN, et al., 2005). Dessa forma é importante desenvolver um processo de 
purificação da IgY da gema dos ovos de forma rápida, eficiente e de baixo custo.

2 |  METODOLOGIA 

2.1 Replicação do Vírus da Zika

O vírus da Zika foi replicado em células C6/36 com 90% de confluência a 28ºC 
por um período de 7 dias. O sobrenadante da cultura foi coletado e a titulação do vírus 
feita pela técnica de PFU. 

3 |  IMUNIZAÇÃO

Antes da inoculação do vírus foram coletados ovos para serem usados como 
controle. 2,6 x 107 PFU do vírus Zika foram inoculados duas vezes, com intervalo de 
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20 dias, por via subcutânea em uma galinha em postura da linhagem Hy-Line Brown. 
Os ovos foram coletados 4 dias após a última inoculação.

3.2 Purificação da IGY

O protocolo utilizado foi uma adaptação do protocolo de Araújo (2007). Os 
ovos foram quebrados e a gema foi separada da clara com o auxílio de papel filtro. 
A gema foi coletada com uma pipeta sorológica para mensuração do volume total, 
que posteriormente foi diluída em água ultrapura na proporção de 1:10. A solução 
ainda teve seu pH ajustado para 5,0 com HCl. A amostra foi congelada, descongelada 
e centrifugada a 800 x g por 40 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, o pellet foi 
descartado e foi observado se o sobrenadante apresentava aspecto transparente e 
sem nenhuma turvação. Em seguida, o pH do extrato aquoso foi ajustado para 7,4 
utilizando hidróxido de sódio sob agitação no banho de gelo. Foi adicionado sulfato 
de amônio lentamente, até a concentração final de 20 % (p/v). Depois dessa primeira 
precipitação, a amostra foi mantida em agitação por 30 minutos no banho de gelo. Em 
seguida, foi realizada uma centrifugação (2000 x g a 4ºC por 20 minutos) onde o pellet 
foi ressuspendido em PBS pH 7,4 (1/10 do volume inicial). Foi realizada uma segunda 
precipitação onde todo o processo foi repetido. Por fim, a solução foi centrifugada em 
tubo Amicon® 30 MW a 3000 x g, 4ºC por 30 minutos para a retirada do sal. As IgY 
retidas no tubo foram ressuspensa em PBS pH 7,4, coletadas e congeladas a -20°C.

3.3 Quantificação e SDS-PAGE

A concentração da IgY purificada foi determinada no Nanodrop® 2000 
Spectrophotometer (Thermo Scientific). No gel de SDS_PAGE com concentração de 
15% foi adicionado no primeiro poço 8 μL da IgY purificada do ovo controle. Nos 
respectivos poços foram adicionados 4 μL de IgY purificada do ovo controle, 4 μL de IgY 
purificada anti-ZIKV e 2 μL de IgY purificada anti-ZIKV. No último poço foi adicionado 3 
μL do marcador molecular (Bio-Rad Laboratories Inc). Em todas as amostras usou-se 
2 μL de tampão de amostra. A eletroforese ocorreu em condições de 140 volts durante 
90 minutos. O gel foi corado pelo método convencional de coloração com Azul de 
Comassie. 

3.4 Western Blotting

O gel foi feito na concentração de 12% onde foram utilizados 2 poços, sendo 
acrescentado no primeiro poço 3 μL de marcador molecular (Bio-Rad Laboratories 
Inc.) e no segundo poço 10 μL do sobrenadante de cultura celular contendo o vírus 
da Zika. Em ambas as amostras foram adicionadas 5 μL de tampão de amostra. A 
eletroforese ocorreu em condições de 140 volts durante 90 minutos. O gel seguiu para 
eletro transferência em membrana de nitrocelulose com duração de 60 minutos. Após a 
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transferência, a membrada foi bloqueada em solução contendo leite em pó desnatado 
a 5% por 60 minutos sob leve agitação. A membrana foi então lavada 3 vezes com 
PBS pH 7.4 e 0,05% de tween-20 com intervalos de 5 minutos cada. Após as lavagens 
a membrana foi encubada com o anticorpo IgY anti-ZIKV purificado na diluição de 
1:1000 em PBS pH 7,4 a 20 rpm por 60 minutos. Em seguida ocorreram 3 lavagens 
de 5 minutos cada com PBS pH 7,4 e 0,05% de tween-20. A membrana foi então 
incubada com anticorpo anti-IgY de cabra conjugado com peroxidase (Sigma-USA) 
na diluição de 1:5000 em PBS pH 7,4 por 60 min a 20 rpm. Após isso, a membrana 
foi lavada 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS pH 7,4 e 0,05% de tween-20. Para 
revelar, a membrana foi imersa em solução de 0.01g DAB, 30 mL PBS pH 7,4 e 100μL 
de H2O2. A reação foi interrompida com lavagens em água estilada.

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

A partir de 25 mL de gema extraída de 2 ovos, obteve-se 28,94 mg/mL de IgY 
purificada. Já na gema dos ovos controle obteve-se 15,21 mg/mL de IgY purificada. 
Para uma produção bem sucedida de anticorpos policlonais, há alguns fatores que 
são levados em consideração, e um deles está ligado à quantidade e qualidade do 
antígeno utilizado (LEENAARS et al. 1999). A quantidade do antígeno administrado 
foi suficiente para estimular uma resposta imunológica no animal. Segundo Matheis e 
Schade (2011), em experimentos para coleta de anticorpos em mamíferos utilizando 
coelhos, é possível obter em quatro semanas um volume máximo de 40 mL de 
sangue de coelho, envolvendo risco de morte ao animal, o que corresponde a 20 
mL de soro contendo aproximadamente 12 mg/mL de IgG. Neste estudo uma única 
galinha produziu em 2 ovos mais do que o dobro dessa concentração. No SDS-PAGE 
é possível verificar a purificação das IgY da gema de ovo (Figura 1), onde observa-
se duas bandas referentes a cadeia leve (27 kDa) e a cadeia pesada (68 kDa) da 
imunoglobulina, corroboram com os achados de Santos et al. (2014). 
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Figura 1. SDS-PAGE 15% corado com Azul de Comassie após purifi cação das IgY da gema dos 
ovos. É possível observar as cadeias leve (CL) e pesada (CP) das IgY purifi cadas. A direita o 

marcador molecular. 

Segundo Bollen et. al (1996), as IgY apresentam mais efi ciência em reconhecer 
antígenos do que imunoglobulinas de mamíferos, que ocasionam reações cruzadas 
com diversos tipos de imunoglobulinas (SILVA; TAMBOURGI, 2010). No Western 
blotting foi possível observar que as IgY purifi cadas se mantiveram funcionais e 
reconheceram o vírus da Zika (Figura 2).
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Figura 2. Western blotting das IgY purifi cadas contra o vírus da Zika. (M)- Marcador molecular; 
(1) - Sobrenadante de cultivo celular infectadas com o vírus da Zika.

Os resultados desse trabalho demonstram a IgY como um ótimo reagente 
imunológico com produção e purifi cação simples e de baixo custo, podendo ser usada 
como anticorpo de captura ou aplicada em kits de imunodiagnóstico para variados 
tipos de doenças.

5 |  CONCLUSÃO

A produção de anticorpos policlonais utilizando galinhas provou ser uma 
excelente alternativa, visto que a quantidade de imunoglobulinas produzida é superior 
a produzidas em mamíferos, além de possuir um método de purifi cação que se 
provou efi caz, rápido e econômico. As imunoglobulinas purifi cadas mantiveram a sua 
funcionalidade preservada, podendo assim ser posteriormente utilizadas em kits de 
imunodiagnóstico. 
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