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Montini, Michele Pagliari Oliveira. Efeito da via de inoculagdo e da dose do antigeno
proteico (IgG humana) na producédo de anticorpos IgY em galinhas de linhagem de
postura. 2014. 50f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina - PR, 2014.

RESUMO

Nos ultimos anos diversos estudos tém investigado a utilizacdo de anticorpos IgY de
galinhas poedeiras em reagdes de imunodiagndstico e na imunoterapia. Esse grande
interesse é decorrente das vantagens dos anticorpos IgY em relagcdo aos anticorpos
produzidos em mamiferos como, por exemplo, a produ¢gdo com métodos menos invasivos e
de baixo custo. O objetivo desse estudo foi investigar o efeito da dose e da via de
inoculagdo do antigeno sobre a produgdo e a avidez de anticorpos IgY em galinhas de
postura Gallus gallus. Para avaliar o efeito da dose de antigenos os animais foram
inoculados com 2, 20 e 200 ug de IgG humana. Para avaliacdo do efeito da via de
inoculacao, os animais formam inoculados com 20 ug do antigeno pelas vias intramuscular
(IM), intradérmica (ID) e subcutanea (SC). Os niveis e os indices de avidez dos anticorpos
séricos anti-lgG humana foram avaliados por ELISA indireto. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica e valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Os
resultados obtidos mostram que ha a producao de niveis significativos de anticorpos com
qualquer uma das doses utilizadas. Contudo, ha uma diferenga significativa nos niveis de
anticorpos produzidos entre as doses 2 e 200 pg, As diferentes doses do antigeno nao
resultam em diferencas significativas nos indices de avidez. As vias ID e SC resultam em
niveis de anticorpos significativos ja apés a 3% imunizacdo . Apos a 5% e 72 imunizagdes
todas as vias resultam em niveis significativos de anticorpos especificos. Nao ha influéncia
da via de inoculagdo do antigeno sobre o indice de avidez dos anticorpos. Por outro lado, o
indice de avidez é influenciado diretamente pelo niumero de inoculagcbes. Estes resultados
mostram que a produgdo de niveis significativos de anticorpos especificos contra antigenos
purificados podem ser obtidos com doses tdo baixas como 2 ug de modo independente da
via € que o numero de inoculagbes influéncia diretamente no indice de avidez dos
anticorpos obtidos.

Palavras- Chave: Imunizagao. Imunodiagndstico. Gallus gallus. Aves.



Montini, Michele Pagliari Oliveira. Effect of inoculation route and dose of antigen
in the production of IgY antibodies in laying hens. 2014. 50 f. Dissertacao
(Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina - PR, 2014.

ABSTRACT

In recent years several studies have investigated the use of IgY antibody responses
of laying hens in immunodiagnostic and in immunotherapy. This is a result of great
interest in the advantages with respect to antibodies IgY antibodies produced in
mammals, for example, production with less invasive and inexpensive methods. The
purpose of this study the effect of dose and route of inoculation of the antigen on the
production and the avidity of IgY antibodies in laying hens was investigated. To
assess the effect of antigen dose of animals were inoculated with 2, 20 and 200 pg of
human IgG. To evaluate the effect of the route of inoculation, the animals inoculated
with 20 pg form of the antigen by intramuscular (IM), intradermal (ID) and
subcutaneous (SC). Levels and avidity indices of serum anti-human IgG were
assessed by ELISA. The results were subjected to statistical analysis and p values <
0.05 were considered significant. The results show that there is production of
significant levels of antibodies to any of the doses used. However, there is a
significant difference in the levels of antibodies produced between 2 and 200 ug
doses. Different doses of antigen did not result in significant differences in the avidity
indices. ID and SC routes results in significant levels of antibodies already after the
3rd immunization . After the 5th and 7th immunization routes result in any significant
level of specific antibodies. No influence of the route of inoculation of antigen on the
antibody avidity index. Furthermore, the avidity index is directly influenced by the
number of inoculations. These results show that the production of significant levels of
specific antibodies against the purified antigens can be obtained with doses as low
as 2 ug-independent pathway and the number of inoculations directly influence the
level of antibody avidity obtained.

Key words: Immunization. Immunodiagnostics. Gallus gallus. Hens.
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1 INTRODUCAO

Os anticorpos tém diversas aplicagdes na pesquisa basica e nas areas de saude
humana e de animais. Na pesquisa basica os anticorpos sdo utlizados na
caracterizacdo e purificacdo de moléculas e células. Nas areas da saude, os
anticorpos sao muito utilizados para fins de diagndstico - onde as reacfes de ELISA,
Westhern-blot e a imunohistoquimica sado usadas rotineiramente — e para fins do
tratamento e prevencdo de doencas infecciosas. Mais recentemente, com o0
desenvolvimento dos anticorpos monoclonais e anticorpos humanizados, o0s
anticorpos tém sido utilizados no tratamento de pacientes com cancer e outras

doencas crénicas.

A maioria dos anticorpos disponiveis comercialmente sdo produzidos em mamiferos
e sdo purificados a partir do sangue destes animais, o que implica na adocéo de
procedimentos invasivos, muitas vezes com o sacrificio do animal. Além disso, a

producdo de anticorpos em mamiferos € trabalhosa e apresenta um baixo

rendimento o que encarece o custo final dos anticorpos obtidos.

Dentro deste contexto, anticorpos da classe IgY, produzidos a partir de galinhas de
postura, estdo se tornando uma alternativa para a producdo de anticorpos.
Anticorpos IgY pertencem a uma das trés classes de imunoglobulinas encontradas
em aves, as outras classes sao a IgM e a IgA. Os anticorpos IgY séo transferidos da
galinha para o ovo e conferem uma imunidade passiva para o0 embrido e para o
animal recém-nascido. Estima-se que uma gema de ovo contenha entre 100 a 150
mg de IgY. Esses anticorpos sdo homodlogos aos anticorpos da classe IgG de
mamiferos. A molécula de IgY tem 2 cadeias pesadas e 2 cadeias leves e tem uma

massa molecular de aproximadamente 180 kDa.

Diversos estudos tem mostrado a possibilidade da utilizacdo de anticorpos IgY na
imunoterapia de doenca em humanos e animais como na fibrose cistica por
Pseudomonas aeruginosa, diarréia por rotavirus, gastrite por Helicobacter pylori, e
carie por Streptococcus mutans. Além disso, nos ultimos anos diversas reacdes de
imunodiagnostico e imunodeteccdo baseadas em anticorpos IgY foram

desenvolvidas contra Schistosoma japonicum, Sindrome Respiratéria Aguda Severa,
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e morfina. E ainda, na pesquisa basica € observado um crescente uso de anticorpos

IgY para a caracterizacdo de moléculas.

A utilizacdo da gema do ovo de aves como fonte de anticorpos tem diversas
vantagens com relacdo a obtencdo em mamiferos. Uma das principais vantagens
deste método é que nao é invasivo, isto é, ndo existe a necessidade de sangrar o
animal, com todos os riscos envolvidos neste procedimento, ou mesmo sacrificar o
animal para a obtencdo de grandes quantidades de anticorpos. Outras vantagens
sao o alto rendimento de anticorpos especificos; a maior imunogenicidade de
antigenos de mamiferos quando inoculados em frangos; a facil purificacdo dos
anticorpos IgY a partir da gema de ovos. E ainda, os anticorpos tém vérias
propriedades bioldgicas interessantes para a imunoterapia e imunodiagndstico como
a ndo ativacdo do sistema complemento de mamiferos e a ndo interacdo com 0s
receptores para a por¢ao Fc das imunoglobulinas presentes na superficie de células

de mamiferos.

Apesar das diversas vantagens da utilizacdo de anticorpos IgY, eles sdo pouco
utilizados, provavelmente devido ao pequeno numero de estudos sobre as suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da molécula de IgY. Uma importante
propriedade dos anticorpos IgY a ser analisada e a avidez. Propriedade que e uma
estimativa da forca de ligacdo entre os anticorpos e seu antigeno correspondente e
esta diretamente relacionada as propriedades biolégicas dos anticorpos. Em aves

sao poucos o0s estudos que avaliam a avidez dos anticorpos IgY.

Nesse trabalho investigamos os efeitos da dose e da via de inocula¢do do antigeno
sobre a producéo e a avidez de anticorpos IgY obtidos a partir da gema de ovos de
galinhas poedeiras. Deste modo este estudo pode contribuir para o desenvolvimento
da tecnologia IgY, ja que esta € um potencial alvo de estudo, podendo ser
futuramente, cada vez mais aplicada na imunoterapia, imunodiagndstico, na

prevencao e tratamento de doencas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os anticorpos sao proteinas séricas circulantes, produzidas pelos linfocitos B
em resposta a exposicdo a substancias denominadas de antigenos (AQ)
(LEENAARS, M. e HENDRIKSEN, C. F.M. 2005). Os mamiferos tém cinco classes
de imunoglobulinas (Ig), sendo elas IgG, IgM, IgA, IgD e IgE (LANNING, D.K., et al.,
2003; SUN, Y., et al., 2013). A IgG ¢é a classe de Ig mais abundante no soro. Ela tem
a capacidade de neutralizar Ags toxinas, opsonizar agentes patogénicos e ativar o
sistema complemento. A IgA é a classe de Ig predominante nas mucosas e
secrecdes, fornecendo protecdo contra patdégenos externos incluindo aerossois e
Ags presentes na dieta. As classes IgM e IgD estdo presentes na superficie das
células B, onde atuam como receptor de Ag, sendo que os anticorpos IgM também
sdo abundantes no soro, onde podem neutralizar os antigenos e atuar contra
patbgenos ativando o sistema complemento ou mesmo promovendo a sua
aglutinacdo. Anticorpos da classe IgE sé@o conhecidos pela capacidade de ligacdo
aos antigenos desencadeando a liberacdo de histamina a partir de mastocitos e
basofilos, o que resulta em uma resposta inflamatéria, que em determinadas
situacoes leva a uma reacao alérgica (CHOI, J. W., et al., 2010). As aves possuem
apenas trés classes de Ig, sendo elas IgY, IgM, e IgA (LESLIE, G.A. e MARTIN, L.N.,
1973; CHOI, J.W. et al., 2010). As classes IgM e IgA de aves sdo homdélogas as Ig
de mamiferos (CHOI, J. W., et al., 2010), enquanto a IgY é funcionalmente
equivalente a IgG e IgE de mamiferos, ou seja, a IgY combina as fun¢des dessas Ig,
pois ela ndo s6 fornece defesa contra infec¢cdes, como também pode mediar
anafilaxia. Analises moleculares da IgY mostraram que ela € um ancestral evolutivo
da IgG e IgE de mamiferos, porém ha algumas diferencas em sua estrutura (WARR,
G. W, et al.,, 1995; SPILLNER, E., et al., 2012). Das classes de Ig de aves a mais
amplamente estudada para imunodiagnoéstico € a IgY devido suas vantagens em
relacdo aos anticorpos de mamiferos (KOVACS-NOLAN, J. e MINE, Y., 2012).

Os ovos de aves contém todos os nutrientes e moléculas necessarias para o
crescimento e desenvolvimento dos embrides, incluindo os anticorpos, desta forma,
durante a formacado do ovo a IgY é transportada do sangue da galinha para a gema
do ovo, fornecendo assim imunidade passiva ao feto antes que este possa gerar sua

propria resposta imune humoral (MORRISON, S. L., et al., 2005). Esta passagem da
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IgY do soro para o ovo leva aproximadamente 5 dias (MOHAMMED, S.M., et al.,
1998). Os anticorpos presentes na gema do ovo foram denominados de
imunoglobulina Y (IgY) devido a nomenclatura derivada do inglés Egg Yolk
Immunoglobulin  (KOVACS-NOLAN, J. e MINE, Y., 2012). A IgY é transferida
seletivamente do soro para a gema do ovo através de um receptor na superficie da
membrana da gema especifico para sua translocacdo (MORRISON, S.L., et al.,
2002; TESAR, D.B., et al., 2008), posteriormente ela é transferida para o feto via
circulacdo embrionaria (KRAMER, T. T. e CHO, H. C., 1970; HAMAL, K. R., et al.,
2006) enquanto anticorpos da classe IgA e IgM sao depositadas na clara do ovo
(Figura 1) (ROSE, M.E., et al., 1974).

O tempo de meia vida da IgY na circulacdo em uma galinha adulta é de 36 a
65 horas, sendo um tempo de meia vida muito curto se comparado com a IgG de
ovelha que é de pelo menos de 15 dias e de humanos que é cerca de 21 a 23 dias
(PATTERSON, R., et al., 1962; WATSON, D.L. 1992; WOOLLEY, J.A. e LONDON,
J., 1995; IMAI, K. e TAKAOKA, 2006; ABRAHAMIAN, F, et al., 2009).

~

y v,' Oviduct
y
// |gA\
IgM \

p /
|
\ 57— Egg

.\ \
IgA (v) =\ /
IgM () —#
Figura 1: Translocacado dos anticorpos do sangue para o ovo. Durante a formagdo do ovo
a IgY, é transferida do sangue para a gema do ovo, por meio de receptores especificos para
translocacéo de IgY. IgA e IgM s&o posteriormente depositados na clara de ovo no oviduto. Fonte:
KOVACS-NOLAN, J.; MINE, Y., 2012.
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2.1 Caracteristicas Estruturais da lgY X IgG de mamiferos.

A IgY apresenta uma massa molecular de aproximadamente 180 kDa,
enquanto a IgG de mamiferos tem massa molecular em torno de 150 kDa. A IgY é
composta por duas cadeias pesadas (H, do inglés Heavy) com cerca de 65 a 70 kDa
cada e duas cadeias leves (L, do inglés Light), que tem de 19 a 21 kDa. , Por outro
lado, a cadeia pesada de mamiferos é de aproximadamente 50 kDa, as cadeias
leves possuem de 22 a 23 kDa. As cadeias leves e pesadas das Igs sdo mantidas
unidas por pontes dissulfeto. A cadeia leve de ambos 0s anticorpos € constituida de
um dominio variavel (VL - variable domain of the chain) e um dominio constante (CL-
constant domain of the light chain). Ja4 cadeia pesada da IgY consiste de um dominio
variavel (VH - variable domain of the heavy chain) e quatro dominios constantes
(CH1, CH2, CH3 e CH4 - constant domain of the heavy chain), diferente da IgG, a
qgual tem apenas trés dominios constantes (CH1, CH2 e CHS3). Outra diferenca, &
gque a IgY tem uma regido de dobradica mais curta e menos flexivel quando
comparada com mesma regido da IgG, (SHIMIZU, M., 1992; HATTA, H., et al., 1993;
WARR, G. W., et al, 1995 SUN, S., et al., 2001, NARAT, M., et al., 2003) estas
diferencas estruturais caracteristicas entre a IgY e a IgG, podem ser melhores
observadas na figura 2. Outra diferenca entre a IgY e a IgG é que a primeira
apresenta a por¢ao Fc do anticorpo mais hidrofébica que a segunda isso ocorre em
resposta ao ambiente rico em lipideos na gema do ovo (DAVALOS- PANTOJA, L., et
al., 2001). Além dessas diferencas, a estrutura da IgY é estavel em um pH de 4 a 11
a temperatura entre 60 e 65 °C com uma perda minima de sua atividade, no entanto
guando aquecida por 15 minutos até 70 °C sua atividade é reduzida sensivelmente
(KOVACS-NOLAN, J. e MINE, Y., 2012), enquanto a IgG ¢ estavel em pH de 3 a 10
em uma temperatura inferior a 70°C (SHIMIZU, M., et al., 1992; HATTA, T., et
al.,1993; ZHANG, W-W, 2003).
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Figura 2: Diferencas estruturais entre a IgY de galinha e a IgG de coelho. Fc:
Fragmento Cristalizavel. Fab: Fragmento de ligacdo ao Ag. HR: Regido de Dobradica.
Fonte: SCHADE, R., et al., 2005.

2.2 Producéo de anticorpos em galinhas

O primeiro estudo com imunizacdo em galinhas para producdo de
imunoglobulina especifica foi em 1893, o pesquisador alemao Klemperer obteve IgY
do extrato da gema e demonstrou que ratos imunizados via intraperitoneal estavam
protegidos contra toxinas do Clostridium tetani. Apesar desse sucesso inicial poucos
estudos foram feitos posteriormente sobre a utilizacdo de aves para a producao de
anticorpos para imunoterapia e imunodiagndstico. Somente nas décadas de 80 e 90
um aumento no numero de estudos envolvendo a producdo de anticorpos
produzidos em aves foi observado. (HAU, J. e HENDRIKSEN, C.F.M., 2005).

A razdo por tras do aumento de estudos nessa area provavelmente envolve a
necessidade de alternativas a producao de anticorpos em mamiferos, uma vez que
esta producdo esta associada a métodos invasivos e agressivos a estes animais
(SCHADE et al., 1996).
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Nos ultimos anos diversos estudos tém mostrado a possibilidade da utilizacao
de anticorpos IgY na imunoterapia humana e veterinaria, como na fibrose cistica por
Pseudomonas aeruginosa (CARLANDER, D., et al.,, 2000; NILSSON, E., et al.,,
2008), diarreia por rotavirus (SARKER, S.A., et al., 2001), gastrite por Helicobacter
pylori (SHIN, J-H., et al., 2002), carie por Streptococcus mutans (SMITH, D.J., et al.,
2001), diarreia epidémica em suinos (KWEON, C.H., et al., 2000), parvovirose
canina (NGUYEN, S.V., et al., 2006), rotavirus bovino (VEGA, C., et al., 2011), e
infeccdo por Escherichia coli (LI, X.Y., et al., 2009; MAHADAVI, A.H. et al., 2010;
WANG, Q., et al., 2010).

Mais recentemente, os anticorpos IgY tém sido estudados como um possivel
substituto de moléculas antimicrobianas usadas como fatores de crescimento na
producdo animal. Os antimicrobianos foram utilizados na producdo animal por mais
de 50 anos em doses subterapéuticas para promocao e crescimento animal, doses
profilaticas para a prevencdo de doencas e para o tratamento de infeccdes
(TURNER, J.L., et al., 2001). Anos de pesquisa e experiéncia pratica tem
demonstrado que o uso de antibioticos melhora significativamente o desempenho e
estado de saude animal, no entanto o uso continuo e abusivo de antibidticos na
alimentacado levou a problemas de residuos em animais e produtos, selecionando
cepas bacterianas resistentes (XU, Y., et al., 2010; THACKER, P.A., et al., 2013),
como resultado o uso de antibidticos em doses subterapéuticas foi proibido em
paises Europeus desde 1 de janeiro de 2006 (KIM, D.P., et al., 2013). Sendo assim
sdo urgentes alternativas ao uso de antibiéticos (XU, Y., 2010), desta forma a IgY
vem sendo utilizada como aditivo na alimentacdo, pois a IgY tem estabilidade
relativamente elevada em diferentes condicdes como: altas temperaturas, pressao,
diferentes pH (alcalinidade e acidez), na presenca de enzimas proteoliticas como a
tripsina e a quimiotripsina, além da sua atividade de inibicdo de crescimento de
antigenos bacterianos, sendo assim a IgY é um pratico complemento alimentar
(SUNWOO, H.H., et al., 2002; SUI, J., et al., 2011).

A producado de IgY vem sendo amplamente estuda para diversas areas da
saude humana e de animais, tais como imunoterapia e imunodiagndéstico devido as
varias vantagens da obtencdo de anticorpos da gema de ovo com relacdo a
obtencdo de anticorpos em mamiferos (TINI, M., et al, 2002; DIAS DA SILVA, W., e
TAMBOURGI, D.V., 2010). Uma das principais vantagens é que a producao de
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anticorpos da gema do ovo é um método ndo invasivo, ou seja, ndo ha a
necessidade de sangrar o animal, evitando assim todos 0s riscos envolvidos neste
procedimento, além disso ndo é necessario a eutanasia do animal para a obtencéo
de grandes quantidades de anticorpos (DIAS DA SILVA, W. e TAMBOURGI, D.V.,
2010). Outras vantagens da producéo da IgY sao: o alto rendimento de anticorpos
especificos (PAULY, D.; et al.,, 2009); a maior imunogenicidade de antigenos de
mamiferos quando inoculados em frangos, devido a distancia filogenética
(GASSMANN, M.; et al., 1990), a facil purificacdo dos anticorpos IgY a partir da
gema de ovos (DE MEULENAER, B.; et al., 2001), além de reduzir o niamero de
animais usados para producdo de anticorpos e realizacdo de estudos, ja que estes
sdo produzidos em maior escala (HAU, J., e HENDRIKSEN, C.F.M., 2005). Uma
galinha adulta tem 5 a 7 mg/mL de IgY no soro aproximadamente, em um més uma
galinha de alta postura consegue produzir cerca de 20 ovos, 0 que corresponde a
cerca de 2 g de IgY por més, o que € equivalente a 300mL de soro ou a 600mL de
sangue total, tais quantidades de sangue s6 podem ser obtidas de mamiferos
grandes (SHIMITZU, M., et al., 1994; DIAS DA SILVA, W., e TAMBOURGI, D.V.,
2010; MICHAEL, S., et al., 2010)

2.3 Producéao e Armazenamento de Anticorpos IgY

O resultado da quantidade de IgY produzida a partir de imuniza¢cées sdo um
tanto imprevisiveis, pois depende de varios fatores. Estudos tem encontrado um
rendimento de 60 a 150 mg por ovo. Ha pelo menos quatro variaveis que influenciam
a producao de anticorpos sendo elas: o antigeno (peso molecular e a concentragao);
adjuvante utilizado; a via de inoculacédo do antigeno e fatores individuais do animal
como idade, raca, e linhagem (SCHADE, R., et al., 2005; COOK M.E. e TROTT D.L.,
2010). Uma galinha pode botar aproximadamente 325 ovos por ano, podendo
resultar cerca de 20a 40g de IgY por ano (PAULY, D., et al., 2009), dos quais 2% a
10% é especifico para o antigeno (SCHADE R., et al. 1996, TINI, M., et al. 2002).

O armazenamento da IgY pode ser afeito 4°C por um periodo de meses a
alguns anos, desde que seja adicionado um conservante como azida sodica,
timerosal ou gentamicina. Quando conservada a -70°C é observado uma perda de

sua atividade de 50%, sendo melhor manté-la armazenada a -20°C. Para evitar 0s
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efeitos de congelamento e descongelamento repetitivo da IgY, pode ser adicionado
de 10% a 50% de glicerol (SCHADE, R. et al., 2005).

2.4 Propriedades bioldgicas do anticorpo IgY

Esses anticorpos ainda tem varias propriedades biolégicas importantes para a
imunoterapia e imunodiagndstico como: a ndo ativacdo do sistema complemento de
mamiferos (LARSSON, A.; et al., 1992); a ndo interagcdo com 0s receptores para a
porcdo Fc das imunoglobulinas presentes na superficie de células de mamiferos
(SCHIMIDT, P. et al, 1993); e a nado interacdo com fatores reumatoides
(autoanticorpos geralmente da classe IgM, que se ligam na porcdo Fc de outros Ac,
presentes em cerca de 80% dos individuos com artrite reumatoide) (KUMAR, V., et
al., 2010).

Uma das principais propriedades dos anticorpos € a afinidade. A afinidade de
um anticorpo, é a forca de ligacdo do anticorpo com o antigeno com um Unico sitio
de ligacdo (MURPHY, K., et al., 2010; CHAN, T. D. e BRINK, R., 2012). A afinidade
apresenta uma evolucdo caracteristica que depende da maturacdo da resposta
imune (EINSEN, H. N. e SISKIND, G. W., 1964). Os linfécitos B produtores de
anticorpos de maior afinidade tém preferéncia na ligacdo aos antigenos e devido a
um processo de selecdo altamente regulado e que ocorre no centro germinativo,
onde as células B produtoras de anticorpos de mair afinidade passam a ser 0s
clones dominantes a cada exposicdo subsequente ao antigeno. Este processo,
denominado de maturacéo de afinidade, aumenta a afinidade de ligacdo média dos
anticorpos durante a evolucdo da resposta imune humoral (ABBAS, ABUL, K., et al.,
2011; CHAN, T. D. e BRINK, R., 2012). O termo avidez € usado para explicar a forca
total de interacdo em que o anticorpo se liga ao antigeno com mais de um sitio de
ligacdo, sendo assim, esta forca de ligacdo é maior que a afinidade (MURPHY, K., et
al., 2010; CHAN, T. D., e BRINK, R., 2012). A avidez, pode ser determinada
guimicamente e estudos tem mostrado que anticorpos de alta avidez sdo mantidos
ao longo da vida do individuo (MACRE, M. S., 2002; SOUZA, V. A. U. F., et al,,
1997).

Diversos estudos sugerem que a producdo de anticorpos em galinhas

poedeiras € a melhor opcdo para producdo de anticorpos policlonais de alta
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afinidade e alta avidez (GASSMANN, M., et al., 1990; ROSOL, T.J., et al., 1993;
WOOLLEY, J.A. e LONDON, J., 1995).

Na tentativa de melhorar a producédo de IgY, varios estudos investigando a
via de imunizacdo do antigeno, adjuvante de vacina, e do tipo de antigeno tém sido
feitos (CHANG, H.M., et al., 1999; ERHARD, M. H., et al., 2000; LEVESQUE S., et
al. 2007). Secundo Schade, R. e colaboradores, 2005, para cada antigeno, a dose
Otima necessaria para uma imunizacdo bem sucedida tem que ser testado
experimentalmente. Porém na maioria dos estudos sédo utilizadas doses de 50 a 200
pg/animal.

Este trabalho teve como principal objetivo investigar o efeito da utilizacdo de
diferentes doses e vias de inoculagcdo do antigeno sobre a producdo e a avidez de
anticorpos IgY em galinhas poedeiras. Deste modo este estudo pode contribuir para
o desenvolvimento da tecnologia IgY, jA que esta é um potencial alvo de estudo,
podendo ser futuramente, cada vez mais aplicada na imunoterapia,

imunodiagnaostico, na prevencao e tratamento de doencas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da via e da dose de inoculagéo do antigeno sobre a producdo

e a avidez de anticorpos IgY em galinhas poedeiras.

3.2 Objetivos Especificos

e Comparar o efeito da via de inoculacdo de IgG humana sobre a

producgéo e a avidez de anticorpos IgY.

e Comparar o efeito da dose do antigeno IgG humana sobre a producéo

e a avidez de anticorpos IgY.
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Resumo

Nos ultimos anos diversos estudos tém investigado a utilizagdo de anticorpos 1gY de galinhas
poedeiras em reacGes de imunodiagnostico e na imunoterapia. Esse grande interesse é
decorrente das vantagens dos anticorpos IgY em relacdo aos anticorpos produzidos em
mamiferos como, por exemplo, a produ¢do com métodos menos invasivos e de baixo custo. O
objetivo desse estudo foi investigar o efeito da dose e da via de inoculagdo do antigeno sobre
a producdo e a avidez de anticorpos IgY em galinhas poedeiras. Para avaliar o efeito da dose
de antigenos os animais foram inoculados com 2, 20 e 200 pg de IgG humana. Para avaliacdo
do efeito da via de inoculacdo, os animais formam inoculados com 20 pg do antigeno pelas
vias intramuscular (IM), intradérmica (ID) e subcutanea (SC). Os niveis e os indices de avidez
dos anticorpos séricos anti-lgG humana foram avaliados por ELISA indireto. Os resultados
foram submetidos a analise estatistica e valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Os resultados obtidos mostram que ha a producdo de niveis significativos de anticorpos com
qualquer uma das doses utilizadas. Contudo, hd uma diferenca significativa nos niveis de
anticorpos produzidos entre as doses 2 e 200 ug, As diferentes doses do antigeno ndo resultam
em diferengas significativas nos indices de avidez. As vias ID e SC resultam em niveis de
anticorpos significativos ja ap6s a 32 inoculagdo. Apo6s a 5 e 72 inoculagdes todas as vias
resultam em niveis significativos de anticorpos especificos. Ndo ha influéncia da via de
inoculagdo do antigeno sobre o indice de avidez dos anticorpos. Por outro lado, o indice de
avidez ¢ influenciado diretamente pelo nimero de inoculagctes. Estes resultados mostram que
a producdo de niveis significativos de anticorpos especificos contra antigenos purificados
podem ser obtidos com doses tdo baixas como 2 pg de modo independente da via e que o

namero de inoculacBes influéncia diretamente no indice de avidez dos anticorpos obtidos.
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Introducéo

Os anticorpos sdo glicoproteinas séricas circulantes, produzidas por linfécitos B, que possuem
a propriedade de ligar-se especificamente a estruturas denominadas de antigenos (Ag),
inativando-as. Os mamiferos apresentam cinco classes de anticorpos, 1gG, IgM, IgA, IgE e
IgD. Em aves sdo encontradas trés IgY, IgM e IgA. A IgY € capaz de reconhecer
especificamente agentes patogénicos levando a ativacdo do sistema complemento e
consequentemente a morte ou a opsonizacdo do patégeno. A IgY das aves é a Unica classe
encontrada na gema do ovo e fornece ao feto imunidade passiva antes que 0 mesmo seja
capaz de gerar sua propria resposta imune humoral. Estima-se que uma gema de ovo contenha
entre 100 a 150 mg de IgY (Zhang 2003). Alem disso, este anticorpo é homologo a IgG de

mamiferos, possuindo apenas diferencas estruturais.

A IgY é constituida por duas cadeias pesadas (67-70 kDa cada) e duas cadeias leves (19-21
kDa cada), ligadas por uma ponte dissulfeto, e dettm uma massa molecular de
aproximadamente 180 kDa, diferentemente da IgG que tem uma massa molecular em torno de
150 kDa. A cadeia leve de ambos anticorpos € composta por um dominio variavel e um
constante. A cadeia pesada da IgY é formada por um dominio varidvel e quatro constantes

(CH1, CH2, CH3 e CH4), enquanto que a IgG possui apenas trés dominios constantes.

Nos ultimos anos estudos tém mostrado a viabilidade da aplicacdo de anticorpos IgY na
imunoterapia humana e veterinaria, como na fibrose cistica por Pseudomonas aeruginosa
(Nilsson et al., 2008), diarreia por rotavirus (Sarker et al., 2001), gastrite por Helicobacter
pylori (Suzuki et al., 2004, Nomura et al., 2005), carie por Streptococcus mutans (Smith et al.,
2001), diarreia epidémica em suinos (Kweon et al., 2000) e parvovirose canina (van Nguyen
et al., 2006). Desde a descoberta da IgY, a producdo desta vem sendo amplamente utilizada
para diversas areas da medicina, tais como imunoterapia e imunodiagndstico devido a

diversas vantagens da obtencdo de anticorpos da gema de ovo com relagdo a obtencdo de
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anticorpos em mamiferos (Tini et al, 2002; Dias da Silva & Tambourgi 2010). Uma das
principais vantagens propiciadas por este método é o fato do mesmo ndo ser invasivo, ndo
necessitando sangrar o animal ou realizar eutanasia para a obtencdo de grandes quantidades de
anticorpos. Outras vantagens sdo o alto rendimento de anticorpos especificos (Pauly et al.,
2010); a maior imunogenicidade de antigenos de mamiferos quando inoculados em frangos,
devido a distancia filogenética (Gassmann et al., 1990); a facil purificacdo dos anticorpos IgY
a partir da gema de ovos (de Meulenaer et al., 2001) e a reducdo do nimero de animais usados
para producdo de anticorpos e realizacdo de estudos, ja que estes sdo produzidos em maior

escala (Hau & Hendriksen, 2005).

Além disso, esses anticorpos ainda tém varias propriedades bioldgicas interessantes para a
imunoterapia e imunodiagnostico como a ndo ativacdo do sistema complemento de mamiferos
(Larsson et al., 1992), a ndo interagdo com 0s receptores para a porcdo Fc das
imunoglobulinas presentes na superficie de células de mamiferos (Schimidt et al., 1993) e ndo
interagem com fatores reumatoides (Kumar et al., 2010); evitando, assim, reacdes de ELISA

com resultados falso-positivos.

Um carater importante de ser avaliado das imunoglobulinas IgY €é avidez, ou seja, a
estimativa da forca total de ligacdo entre um anticorpo e seu antigeno especifico. Diversos
estudos tém demonstrado que a producdo de anticorpos em galinha poedeira é a melhor
escolha para producdo de anticorpos policlonais de alta afinidade e alta avidez (Gassmann et

al., 1990; Rosol et al., 1993; Wooley e Landon 1995).
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Material e métodos

Animais

Foram utilizadas galinhas Gallus gallus da linhagem White leghorn provenientes da Granja da
Fazenda escola da Universidade Estadual de Londrina-PR. Esses animais foram mantidos nos

galpBes da Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina, em gaiolas, a temperatura

ambiente, recebendo agua potéavel e racdo de postura a vontade.

Procedimento Experimental
1. Efeito da dose do Antigeno sobre a producdo e a avidez de anticorpos IgY

Para avaliar o efeito da dose do antigeno sobre a producdo e avidez de anticorpos IgY vinte e
quatro animais foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos. Os animais do Grupo Controle
(GC, n=6) foram inoculados por via intramuscular (IM) com Tampao fosfato salina PBS 1x
pH 7,4 (PBS) em hidroxido de aluminio (HA). Os grupos restantes foram inoculados com 1gG
humana (Sigma®, lote: 20H8990) em HA pela via IM nas seguintes concentracdes:
2pg/animal (Grupo 2ug, n=6), 20pg/animal (Grupo 20pg, n=6) e 200pg/animal (Grupo
200pg, n=6). Todas as inoculagdes foram feitas volume de 200uL por animal, sendo 100uL
de cada lado do musculo peitoral. As demais inoculagfes foram feitas nos dias 15, 30, 60,
105, 150 e 195 apos a primeira inoculacdo. Antes da primeira inoculacdo e 7 dias ap0s cada
inoculacdo foram feitas coletas de sangue periférico para obtencdo de soro. As amostras de
soro foram armazenadas & —20°C até o momento do uso.

2. Efeito da via de inoculacéo sobre a producéo e a avidez de anticorpos IgY

Para a anélise do efeito da via de inocula¢do sobre a producdo e a avidez de anticorpos IgY
vinte e quatro animais forma aleatoriamente divididos em 4 grupos. Os animais do grupo 1,

denominado de Grupo Controle (GC) (n=6), foram inoculados por via intramuscular apenas
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com PBS em hidréxido de aluminio. Os grupos restantes foram inoculados com 20ug/animal
de 19G humana (Sigma®, lote: 20H8990) em hidroxido de aluminio por via intramuscular
(IM) (Grupo 2, n=6), via intradérmica (ID) (Grupo 3, n=6) e via subcutanea (SC) (Grupo 4,
n=6). As demais inoculacdes foram feitas nos dias 15, 30, 60, 105, 150 e 195 apds a primeira
inoculagdo. Todas as inoculacBes foram feitas volume de 200uL por animal. Antes da
primeira inoculacédo e 7 dias ap6s cada inoculacdo foram feitas coletas de sangue periférico da
asa, para obtencdo de soro. As amostras de soro foram armazenadas a —20°C até 0 momento

do uso.

Andlise da producdo e avidez de anticorpos em galinhas poedeiras

Para a determinacdo do nivel de producéo de anticorpos IgY anti- IgG humana, inicialmente
placas de poliestireno, Costar®, fundo chato, foram sensibilizadas com uma solucdo de
tampdo carbonato- bicarbonato de sodio com pH= 9,6 e antigeno (IgG humana) na
concentracdo de 1,25ug/mL, a placa foi incubada em overnight a 4 °C. A seguir todos 0s
procedimentos foram feitos no equipamento automatico para imunoensaios ALISEI (Radim
Diagnostics, Pomezia, Italia). As placas foram lavadas 2 vezes com PBS 1X, e bloqueadas
com PBS leite 5% por 2 horas a 37 °C. Logo ap0s seguiu-se 0 procedimento de 3X lavagem
com PBS-Tween 20 a 0,05% sendo 200uL/pogo. Na sequéncia foi adicionado a amostra de
soro de galinha (100 pL/pogo, 1:1000) e a placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. Em seguida,
as placas foram lavadas novamente como descrito anteriormente, e foi adicionado
100uL/poco de anti-lgG-Fc de galinha peroxidase (Bethyl®, lote: A30-104P-28) na
concentracdo de 1: 40.000, seguido de incubacdo por 1 hora a 37 °C. ApdGs lavagens com
PBS-Tween 20 a 0,05 % foi adicionado o substrato/cromogeno (H202/TMBZ) seguido de
incubacdo a 37 °C por 5 minutos. A reacdo foi interrompida com H2SO4 a 2N e a densidade

Optica foi medida a 450nm.
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Para a estimativa da avidez dos anticorpos IgY anti- IgG humana, placas de poliestireno
Costar®, fundo chato, foram sensibilizadas com uma solugédo de antigeno (IgG humana) na
concentracdo de 1,25pug/mL em tampdo carbonato-bicarbonato com pH=9,6 e incubadas
overnight a 4 °C. Em seguida as placas foram lavadas 2 vezes com PBS 1X, e bloqueadas com
PBS leite 5% por 2 horas a 37 °C. As placas foram entdo lavadas 3X com PBS-Tween 20 a
0,05% A seguir, para cada amostra de soro analisada, 4 pocos receberam 100 pL da respectiva
amostra do soro (100 uL/pogo, 1:1000). A placa foi incubada por 1 hora a TA. Apés 3

lavagens com PBS 1X, dos quatro pogos, dois pogos receberam 100 pL/pogo de MgCly 2M

(Biotec®, Lote: 35329) e dois receberam 100 pL/poco de solucdo salina, a partir disso o
procedimento seguiu como descrito anteriormente. Avidez foi determinada pela relagdo entre

a absorbancia da amostra testada com agente caotrépico e o controle.

Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism 5. Valores de p < 0,05

foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos estudos mostram que a magnitude da resposta imune humoral depende da dose do
imundgeno administrada (van der Zijpp 1983, Marsh 1983). A maioria dos estudos sobre a
produgdo de anticorpos IgY utilizam doses entre 50 a 200 pug do antigeno em cada imunizagao
pela via IM para induzir producéo de anticorpos IgY (Carmenish et al., 1999; Matsuda et al.,
1999; Erhard et al., 2000; Guang-ping et al., 2005, Murphy et al., 2010).

Nesse trabalho foram utilizadas as doses de 2, 20 e 200 pg de IgG humana para investigar o
efeito da dose do antigeno sobre a producdo de anticorpos IgY. A analise dos niveis de
anticorpos especificos produzidos mostrou que apds a 3% inoculacdo do antigeno niveis
significativos de anticorpos especificos sdo obtidos com as doses de 20 e 200 pg do antigeno,
mas ndo com a dose de 2 pg (Figura 1). Por outro lado, todas as doses utilizadas resultam em
niveis significativos de anticorpos apds a 5% dose do antigeno (Figura 1). E ainda mais, o0s
resultados obtidos mostram que h& uma diferenca significativa entre os niveis de anticorpos
especificos produzidos apds a 3* e 7° das doses de 2 e 200 pg do antigeno (Figura 1).

Estes resultados estdo de acordo com trabalho realizado por Erhard et al., 2000, que
compararam o efeito de diferentes doses inoculando diferentes antigenos pela via IM sobre a
producdo de anticorpos IgY extraidos da gema do ovo da linhagem Lohmann-While-LSL. Os
resultados obtidos pelos autores mostram doses variando de 0, 5ug a 1000 pg podem levar a
producdo de niveis de anticorpos significativos dependendo do tipo de antigeno utilizado, do
tipo de adjuvante e também da via de inoculagao.

Em nosso estudo também investigamos o possivel efeito da dose do antigeno sobre o indice
de avidez dos anticorpos IgY. Com relacdo a avidez, foi observado que ndo ha uma diferenca
significativa na avidez devido a inoculacdo de diferentes doses de antigeno (Figura 2). Por
outro lado, os resultados obtidos mostram que ha um aumento significativo da avidez dos

anticorpos IgY obtidos entre a 5% e a 72 dose do antigeno quando os animais foram inoculados
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com 2ug do antigeno (Figura 2). Existem poucos estudos sobre a avidez de anticorpos IgY.
Um aumento da avidez de anticorpos IgY produzidos contra antigenos especificos foi
observado em diferentes estudos apenas apds multiplas doses do antigeno (Bollen et al., 1996
e Andrade et al., 2013).

Os resultados obtidos em nosso estudo sugerem que doses tdo pequenas quanto 2ug do
antigeno podem ser suficientes para a producédo de altos niveis de anticorpos especificos com
avidez equivalente ao obtido com inoculagdo de antigenos nas doses comumente utilizadas.
Esses estudos corroboram a recomendacéo feita pelo European Center for the Validation of
Alternative Methods (ECVAM, Schade et al., 1996) para utilizacdo de doses entre 10ng a
10ug para obtencdo de altos niveis de anticorpos especificos com alta avidez.

Além da dose, um outro importante fator na producdo de anticorpos é a via de inoculacdo do
antigeno (Murphy et al., 2010). As vias mais comuns pelas quais os antigenos séo
introduzidos experimentalmente ou como vacina sdo por injecdes subcuténeas (SC), injecbes
entre a epiderme e as camadas da derme denominadas de intradérmica (ID), e injecGes
intramusculares (IM) (Erhard et al., 2000; Murphy K., et al., 2010; Eto et al., 2012). Em aves
a vias mais utilizadas sdo as vias SC e IM (Carmenish et al., 1999; Matsuda et al., 1999;
Erhard et al., 2000; Guang-Ping et al., 2005, Murphy et al., 2010)

Neste trabalho comparamos as vias IM, ID e SC (Figura 3). Os resultados obtidos mostram
que as vias ID e SC resultam em niveis significativos de anticorpos apos a 32 inoculacdo do
antigeno. O mesmo efeito ndo é observado com a utilizago da via IM. E importante ressaltar
que a maioria dos estudos com producdo de anticorpos IgY utiliza a via IM. Por outro lado,
apos a 5% e a 72 inoculacdo do antigeno essa diferenca ndo € observada, e todas as vias
resultam em niveis semelhantes de producdo de anticorpos especificos (Figura 3). Esses
resultados estdo de acordo com de Erhard et al., 2000, que utilizando diferentes antigenos,

incluindo IgG humana, mostrou que a inoculacdo do antigeno pela via SC resultam em niveis
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de anticorpos maiores do via a IM (Erhard et al., 2000). Resultado semelhante foi obtido por
Mayo et al., 2003 quando avaliaram os niveis de anticorpos IgY anti-soro albumina bovina
(BSA) obtiveram uma alta producdo de anticorpos em galinhas imunizadas via SC. Por outro
lado, o efeito da via aparentemente é dependente do tipo do antigeno. Estudos utilizando
antigenos complexos como microorganismos ou células mostram que a via IM pode ser mais
eficiente ou mesmo ndo haver diferencas entre os niveis de anticorpos produzidos pela via IM
ou pela via SC. Chang et al.,1999, utilizando como antigeno Streptococcus mutans para
comparar o efeito das vias IM e SC, observaram que a producdo de IgY pela via IM foi quase
10 vezes maior que pela via SC. Por outro lado Eto et al., 2012, utilizando hemécias de
carneiro como antigeno observaram que a via intra-venosa (IV) resultou em uma melhor
resposta quando comparado com a via IM e SC, ndo sendo observadas diferencas
significativas nos niveis de anticorpos produzidos por essas duas vias.

Quando investigamos o efeito da via de inoculagdo sobre a avidez dos anticorpos IgY, ndo
observamos diferencas significativas (Figura 4). Por outro lado, observamos que conforme os
animais eram estimulados por novas doses do antigeno havia um aumento significativo do
indice de avidez. Esse efeito foi observado em todas as vias utilizadas (Figura 4).

Os nossos resultados estdo de acordo ao trabalho realizado por Andrade et al. (2013), onde foi
investigado a avidez do anticorpo IgY anti- botropico e anti-crotalico ao longo do tempo,
neste trabalho foram utilizados animais linhagem White Leghorn e o adjuvante completo de
Freund, e obtiveram os seguintes resultados, anticorpos IgY apresentaram um aumento
significativo da avidez apenas ap6s a 5% imunizacdo e esse efeito se manteve ao longo do
tempo.

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que dose utilizada para a producao de anticorpos
especificos contra antigenos purificados podem ser mais de 25 a 100 vezes menores do que as

doses normalmente utilizadas para esse fim. Isso representa uma reducdo significativa da
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quantidade de antigeno necessaria para a producdo de anticorpos especificos. Considerando
que a obtencdo do antigeno € um fator limitante para producdo de anticorpos especificos,
acreditamos que estudo mostra a viabilidade da producdo de anticorpos especificos mesmo
com pequenas quantidades de antigeno. Além disso, este estudo mostrou que a via de
inoculacdo ndo influencia de maneira significativa nos niveis e no indice de avidez de
anticorpos produzidos contra antigenos purificados. Portanto, a via inoculacao utilizada em
um estudo pode ser definida pelos autores baseando-se em variaveis como volume e adjuvante
utilizados. Por outro lado, os resultados obtidos mostram que o nimero de doses do antigeno
influéncia significativamente o indice de avidez de anticorpos especificos produzidos.

De um modo geral, os resultados obtidos nesse estudo mostram que para antigenos
purificados doses tdo pequenas quanto 2 podem ser utilizadas pelas vias IM ou SC para
obtencdo de niveis significativos e de indice de avidez semelhantes as altas doses de antigenos

utilizadas na maioria dos estudos atuais.
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Figura 1. Efeito da dose do antigeno sobre a producdo de anticorpos especificos. Os niveis de
anticorpos séricos (IgY) anti- IgG humana foram determinados por ELISA indireto a partir de
amostras de soro dos animais do grupo controle (GC) e dos grupos inoculados com 2 ug (2
ug), 20 ug (20ug) e 200 ug (200ug) de IgG humana coletadas 7 dias ap6s a 3* (I11), 52 (V) e 78
(V1) inoculacdo do antigeno. Os dados estdo mostrados na forma de média e desvio-padrdo. #
Diferenca significativa entre GC os grupos 20ug e 200 ug (ANOVA p < 0,0001, Teste de
Bonferroni). * Diferenga significativa entre GC os grupos 2 pg, 20 pg e 200 pg (V, Kruskal-
Wallis, p = 0,0045, Teste de Dunn; VII, ANOVA, p < 0,0001, Bonferroni). & Diferenca

significativa entre grupo 2ug ¢ 200ug (ANOVA, p < 0,0001, Bonferroni)

Figura 2. Influéncia da dose do antigeno sobre o indice de avidez de anticorpos especificos. O
indice de avidez (IA) foi determinado por ELISA indireto usando a relacdo entre a DO da
amostra de soro tratada com agente caotropico (MgCl, 2M) e a DO da mesma amostra tratada
com salina. Foram analisadas amostras de soro dos animais do grupo controle (GC) e dos
grupos inoculados com 2 pg (2 pg), 20 pg (20ug) e 200 pg (200ug) de IgG humana coletadas
7 dias apos a 5% (V) e 72 (VII) inoculagdo do antigeno. Os dados estdo mostrados na forma de
média e desvio-padrdo. * Diferenca significativa entre a 5% e a 72 incoluacao nos animais do

grupo 2 ug (Teste T pareado p = 0,0064)
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Figura 3: Efeito da via de inoculacdo do antigeno sobre a producédo de anticorpos especificos. Os
dados estdo mostrados em média e desvio-padrdo. Os niveis de anticorpos séricos (IgY) anti-
IgG humana foram determinados por ELISA indireto a partir de amostras de soro dos animais
do grupo controle (GC) e dos grupos inoculados por via intramuscular (IM), intradérmica (I1D)
e subcutanea (SC) coletadas 7 dias apés a 32 (I11), 52 (V) e 72 (V1) inoculacdo do antigeno. #
Diferenca significativa entre GC e os grupos ID e SC (Kruskal-Wallis, p < 0,0071, Dunn). *

Diferenca significativa entre GC e os grupos IM, ID e SC (ANOVA, p< 0,0001, Bonferroni).

Figura 4. Influéncia da via de inoculacdo do antigeno sobre o indice de avidez de anticorpos

especificos. O indice de avidez (IA) foi determinado por ELISA indireto usando a relacdo
entre a DO da amostra de soro tratada com agente caotropico (MgCl, 2M) e a DO da mesma
amostra tratada com salina. Foram analisadas amostras de soro dos animais dos grupos
inoculados por via intramuscular (IM), intradérmica (ID) e subcutanea (SC) coletadas 7 dias
apos a 32 (1), 52 (V) e 72 (VII) inoculacdo do antigeno. Os dados estdo mostrados na forma
de média e desvio-padrdo. * Diferenca significativa entre amostras coletadas apds a 32 e as 52
e 72 inoculacgdes (IM, ANOVA medidas repetidas, p = 0,003, Bonferroni; ID, ANOVA , p <
0,0001, Bonferroni). # Diferenca significativa entre amostras coletadas apés a 3% e a 7@

inoculaces (ANOVA medidas repetidas, p = 0,0025, Bonferroni).
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5. CONCLUSOES

Considerando que a obtencédo de Ag € um fator limitante para a producéo de
Ac especificos acreditamos que nosso estudo demonstra a viabilidade da producéo
de Ac especificos mesmo com pequenas quantidades do Ag, pois os resultados
apresentados mostram que a dose utilizada para a producdo de Ac especificos
contra Ag purificados podem ser de 25 a 100x menor do que os normalmente
utilizados. Reduzindo a quantidade de Ag necessaria para a producao de Ac. Além
disso, demonstrou que a via de inoculagdo néo influencia significativamente nos
indices de avidez dos Ac produzidos com Ag purificados. Portanto a via de
inoculagéo utilizada em um estudo pode ser definida pelos autores baseando-se em
variaveis como volume e adjuvante. Por outro lado, demonstrou que o nimero de
inoculagbes do Ag influencia significativamente no indice de avidez de Ac
especificos.

Em geral os resultados obtidos nesse estudo mostram que para antigenos
purificados doses tdo pequenas quanto 2ug podem ser utilizadas pelas vias IM e SC
para obtencdo de niveis significativos e de indice de avidez semelhantes as altas

doses de Ag utilizada na maioria dos estudos atuais.
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