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1. INTRODUCAO

A imunoglobulina Y (Ig Y) é a principal imunoglobulina produzida pelas
galinhas (Gallus domesticus), sendo continuamente sintetizada e secretada no
sangue e transferida para a gema do ovo, onde é acumulada em altas
concentragcbes (WARR et al., 1995), no intuito de proteger o embrido em
desenvolvimento de patogenos (JANSON et al.,, 1995). A Ig Y é composta por
duas cadeias L e duas cadeia H, sendo as cadeias L (18,660 kDa) e a H (65, 105
kDa) compostas por regides V e C (SUN et al., 2001). Inicialmente, esta
imunoglobulina foi comparada a Ig G dos mamiferos, no entanto, hoje ja é
considerada como um ancestral da Ilg G (WARR et al., 1995).

O uso de gema de ovo como fonte de anticorpos € muito vantajoso, visto que
€ um método nao invasivo (GASSMANN et al.,, 1990); possui uma boa
estabilidade, podendo ser estocada a 4 °C por anos (LARSSON, 1993); tem
rendimento entre 5 a 10 vezes maior que IgG produzida em coelho (SVENDSEN
et al., 1996); é viavel economicamente, pois além da producéo de Ig Y ser rapida
e em grandes quantidades, as galinhas mantém altos niveis de anticorpos
especificos por um periodo prolongado (POLSON et al., 1980).

Existem varias técnicas ja descritas para o isolamento de Ig Y da gema de
ovo, e elas podem ser usadas individuais ou em combinacédo, dependendo da
guantidade, da atividade bioldgica requerida e da pureza que se pretende obter
(SCHADE et al., 2000). Em geral os métodos podem ser divididos em trés
principais grupos: métodos de precipitacdo, métodos cromatograficos e
ultrafiltracdo (GUIMARAES et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a combinacdo de dois métodos de
precipitacdo (propilenoglicol 6000 e sulfato de ambnio) para a obtencdo e
purificacdo de Ig Y da gema de ovos comerciais.

2. METODOLOGIA

Ovos
Os ovos foram comprados aleatoriamente em mercados da regido de
Pelotas.

Isolamento e purificacdo da Ig Y da gema de ovo

O meétodo usado para extracdo da Ig Y foi o adaptado por WEN et al.
(2012), utilizando propilenoglicol 6000 (PEG 6000) e sulfato de amdnio.
Resumidamente, a gema foi separada da clara do ovo, transferida para um tubo e
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registrado o volume (V1). Trés vezes o volume da gema (3xV1) foi adicionado de
PBS, formando um volume final (4xV1). Depois 14% de PEG 6000 (em gramas,
pulverizado) do volume total foram adicionados e a solucdo foi agitada por 30
minutos a temperatura ambiente. Esse conteudo foi centrifugado a 5000g por 20
minutos a 10 °C. O sobrenadante foi coletado e filtrado com gazes estéreis. O
volume resultante foi mensurado e foi adicionado novamente PEG 6000 até a
obtencdo de uma concentragao de 12%. O material foi agitado por 10 minutos e
centrifugado como anteriormente. Nessa etapa o sobrenadante é desprezado e o
pellet dissolvido em PBS no volume original da gema (V1). Adicionou-se a esse
contetdo uma solucao a 50% de sulfato de aménio e foi mantido sob agitacéo
overnight a 4 °C. Ap6s centrifugacéo, o precipitado foi coletado e lavado com uma
solugcdo a 33% de sulfato de amoénio. Uma nova centrifugagcdo foi feita, o
precipitado dissolvido em 1 mL de PBS e dialisado em PBS por 24 horas. A
solucao obtida foi armazenada a -20 °C.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras de Ig Y extraidas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%. A técnica foi realizada conforme descrita por Laemmli (1970).
As amostras de Ig Y obtidas foram analisadas sob condi¢cbes redutoras (B-
mercaptoetanol a 5%). Para as analises as amostras foram aquecidas em agua
fervente, por 5 minutos, antes da eletroforese. O padrédo de peso molecular
utilizado foi Prestained SDS-PAGE Standards Low Range. As amostras foram
aplicadas nos pogos no volume final de 10 pL. As eletroforeses foram submetidas
a uma corrente de 100 V e interrompidas quando o corante utilizado atingiu a
base do gel de separacdo. O gel retirado do sistema e corado por Comassie blue
em seguida tratado com uma solucao descorante para a visualizacédo das bandas
protéicas.

Western blot

Para execucdo do ensaio imunoenzimatico sobre membrana de
nitrocelulose (Immunoblot), as amostras de Ig Y extraidas sob condicdes
redutoras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme
descrito anteriormente e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose com
poros de 0,45 uym de diametro. A técnica utilizada foi descrita por Tsang et al.
(1983).

Immunoblot

O ensaio foi realizado conforme descrito Ferraz (2011). Inicialmente, as
membranas com as amostras de Ig Y foram blogueadas e, posteriormente,
anticorpo de coelho anti-galinha, na diluicdo 1:500, foi adicionado a solucédo de
bloqueio, incubando-se a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, por 1
hora. A membrana foi lavada e adicionou-se o conjugado (anticorpos de anti-
coelho) marcado com peroxidase na diluicdo 1:500, incubando-se por mais 30
minutos. A membrana foi novamente lavada e a reacdo enzimatica foi revelada
com Sigmafast DAB with metal enhancer, adicionado de peréxido de hidrogénio.
A membrana ficou sobre agitacdo constante até a visualizacdo das bandas
reativas. A reacdao foi interrompida por lavagens sucessivas em agua destilada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O SDS-PAGE revelou que foi possivel o isolamento de Ig Y nas amostras
de gema de ovos comerciais, utilizando a técnica com PEG-6000 e sulfato de
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amoénio. A eletroforese deu origem a duas bandas de proteinas com peso
molecular de aproximadamente 68 kDa (cadeia pesada) e 27 kDa (cadeia leve),
de acordo com estudos previamente descritos (DEVI et al., 2002). Contudo, a
técnica, ndo permitiu um alto grau de purificacdo, como relatado por Wen et al.
(2012). No gel referente ao ensaio com a técnica de Immunoblot é possivel
visualizar o reconhecimento dessas bandas peptidicas isoladas, ja& que foi
empregado anticorpo especifico para Ig Y. Pode-se observar a marcacéo forte e
especifica das bandas peptidicas relativas as cadeia pesada e leve do material
extraido da gema de ovo, sob condi¢gdes redutoras. Ambos 0s géis podem ser
observados na Figura 1.

SDS-PAGE Immunoblot

Figura 1. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, sob condi¢cbes
redutoras. As preparacoes de IgY obtidas pelo método de extracdo PEG 6000 e
sulfato de amoénio foram distribuidas na seguinte ordem: (1) amostra 1 de Ig Y
purificada a partir de gema de ovo ; (2) padrédo de peso molecular; (3) amostra 2
de Ig Y purificada a partir de gema de ovo; (4) padrdao de peso molecular (B)
Immunoblot mostrando o reconhecimento da Ig Y por anticorpos especificos. As
bandas peptidicas identificadas no gel foram transferidas para membrana de
nitrocelulose na mesma posicao original do gel, através da técnica de Western
Blot: (5) padrdo de peso molecular; (6) amostra 1 de Ig Y purificada a partir de
gema de ovo e (7) amostra 2 de IgY purificada a partir de gema de ovo. CH
(cadeia pesada); CL (cadeia leve).

4. CONCLUSOES

O método de precipitacdo empregando PEG-6000 e sulfato de amdnio foi
capaz de extrair IgY da gema de ovos comerciais € mostrou ser uma metodologia
simples e de baixo custo, sendo capaz de possibilitar a obtencéo de anticorpos de
uma forma ética, que poderéo ser utilizados em diversos campos da ciéncia e na
prevencao e tratamento de doencas.
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