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Resumen

ANTECEDENTES. La relacion paloma-humano ha jugado un papel importante en la
historia humana, lamentablemente esto ha traido a su vez enfermedades respiratorias
relacionadas al contacto continuo con estas aves como es la Neumonitis por
Hipersensibilidad (NH). La IgY de paloma al ser una de las principales moléculas que
podemos encontrar en la paloma y notar la falta de informacién sobre ella se decidid
abordar el estudio de sus caracteristicas inmunoquimicas e inmunogénicas para tener una
mejor nocidn acerca de su participacion como antigeno en NH.

OBIJETIVOS. Purificar y obtener IgY de paloma y asi evaluar sus caracteristicas
inmunoquimicas. Estudiar si diferentes fuentes de IgY de paloma son reconocidas por
anticuerpos (Ac) especies-especificos e identificar la produccién de Ac anti-IgY de paloma
en sueros de pacientes con NH.

METODO. La obtencién de IgY de paloma se realizé con la utilizacién de un método
comercial para la purificacidn de IgY de gallina, se verificd su presencia y pureza por medio
de electroforesis (SDS-PAGE) y se midid su concentracién al igual que las demas muestras
utilizando el método de Bradford. Para evaluar la actividad del Ac anti-lgY de paloma
especie especifico se corrieron en electroforesis para posteriormente realizar Western
Blot. Por ultimo se evalud la produccién de Ac anti-IgY de paloma en sueros de pacientes
con NH por medio de ELISA.

RESULTADOS. Al purificar IgY se obtuvieron dos bandas correspondientes a cadenas
pesadas y ligeras obteniendo una concentracion de 1.58 pg/ul. El Ac anti-IgY de paloma
solo detecté componentes derivados de la paloma (AgAvT, y de paloma e IgY de paloma)y
se detectd que en pacientes con NH presentan una produccién significativa (p=0.05) de
Ac. anti-IgY de paloma con respecto a pacientes sanos.

CONCLUSIONES. Se logro la purificacidn de IgY de paloma comercial mediante un método
comercial no especifico para esta inmunoglobulina y se pudo determinar la accidn
especifica del Ac anti-IgY de paloma. Se detectd la produccion de Ac anti-IgY en sueros de

pacientes con NH permitiéndonos proponer a la IgY como antigeno causal en NH.




1. INTRODUCCION

1.1. Palomas y sociedad

La asociacion de las palomas con la vida humana ha sido muy estrecha. Desde Ila
antigiedad estas aves han sido utilizadas, en algunas instancias como alimento,
posteriormente como mascotas, e incluso criadas con varios fines.

Las palomas son probablemente el primer ave que fue domesticada por la
humanidad, no se conoce con certeza cuando estas aves fueron puestas en cautiverio
pero fue mucho tiempo antes de que algunos grupos étnicos las plasmaran tanto en
pinturas rupestres, como en algunos manuscritos antiguos (Vriends, Erskine, & Erskine,
2005). Probablemente las cruzadas ayudaron a difundir la crianza de las palomas. Con los
viajes, que se incrementaron gradualmente desde el siglo XVII con Arabia y Persia muchos
de los criadores de paloma migraron a Europa, lo que derivd en la especializacion de esta
ocupacién. Ademads, los marinos holandeses e ingleses llevaron de Asia a Europa criadores
de estas aves, segln escritos que datan del siglo diecisiete. Por otro lado, las palomas han
jugado un papel importante durante las guerras, y es muy conocido que en la Segunda
Guerra Mundial las fuerzas militares ocuparon a estas aves para mandar mensajes
estratégicos sin ser detectadas. Finalmente, en épocas mas recientes, las palomas han
sido usadas como animales de laboratorio por los investigadores debido a que son faciles

de mantener (Vriends et al., 2005).




1.2. Clase Aves

Las aves, al ser tetrapodos, comparten caracteristicas con peces, anfibios, reptiles y
mamiferos. Junto a los mamiferos ocupan lo mas alto de la escala evolutiva compartiendo
la principal funciéon que los caracteriza: la regulacion de la temperatura, que por lo
general es mas alta con relacién a la temperatura atmosférica, lo que peces, anfibios y
reptiles no pueden hacer. Son vertebrados bipedos con una gran diversidad de formas, se
distinguen por su caracteristica Unica, sus plumas, las cuales son modificaciones de la piel
y sirven para mantener el vuelo y regular la temperatura. Todas las aves presentan pico,
un atributo facil de distinguir para su reconocimiento, el pico varia en su forma y funcién
dependiendo de la especie que se traté pero siempre sin dientes y cubierto por una capa
cornea (Austin Jr., 1961)(Gill, 1995).

Las aves estan estrechamente relacionadas con su ancestro inmediato, los reptiles.
Su esqueleto estd altamente modificado para el vuelo pero retienen caracteristicas
reptilianas como el paladar secundario, presencia de un céndilo occipital, escamas en las
extremidades inferiores, huevos cleidoicos, entre otros. Su evolucion de un antecesor
reptiliano comenzé durante el Mezosoico (probablemente temprano), hace 150 millones
de anos a partir de un dinosaurio pequeno, Deinonychus antirrhopus. Se sabe que la
primer ave con todas las caracteristicas actuales surgié en el jurdsico hace 130 millones de

afios, gracias al descubrimiento del fésil Archaeopteryx (Gill, 1995) (Austin, 1961).




1.3. Clasificacion y filogénia

El proceso de clasificar y nombrar a las diferentes especies de aves se ha realizado
desde tiempos antiguos, consta en incluir especies similares dentro de taxas diagndstico y
unir estos taxas en base a su secuencia evolutiva. El principio fundamental de la filogenia
es encontrar el ancestro comun para todas las especies ya que los procesos evolutivos
principalmente son procesos de ramificacién, esto quiere decir que una especie puede
generar dos o mas especies, y conociendo su historia evolutiva se pueden agrupar a los
organismos en un arbol filogenético (Gill, 1995).

La Clase Aves esta comprendida por dos subclases: (1) Subclase Archeornithes, en la
cual todos sus representantes estan extintos, y (2) Subclase Neornithes que cuenta con
dos superodrdenes: (a) Paleognathae que comprende a todas las grandes aves terrestres
no voladoras (Ratites y Tinamous), como el avestruz, casuarios, kiwis y (b) Neognathae
que incluye a todas las aves modernas voladoras (Ver fig. 1). La clasificacién completa de
las aves vivas esta comprendida, en un arreglo jerarquico, de 29 érdenes y 187 familias,

que incluyen 2029 géneros y aproximadamente 9600 especies (Gill, 1995).

Archeornithes %“"}}&;

Paleognathae

Neornithes

Neognathae

Fig. 1. Arbol filogenético de las aves.




La variedad de aves es el gran resultado de millones de afios de evolucion y
adaptacion de estos vertebrados a un sin nimero de condiciones ambientales, habiendo
grandes diferencias entre especies, como por ejemplo en el peso, ya que puede haber
aves cuyo peso es solo de 2 gramos (colibri) asi como aves que llegan a pesar hasta 100 Kg
(avestruz) u otras aves que han perdido la capacidad de volar como es el caso en los
pingliinos que ocupan sus alas para nadar o del Kiwis que las perdié por sus habitos
alimenticios. (Austin, 1961).

Es por ello que debemos indagar en la historia natural y social de la paloma para
poder entender los fundamentos de este trabajo y asi comprender el impacto que puede

tener nuestro estudio.

1.4. Orden Columbiformes

El orden al que pertenecen las palomas es el Columbidae, y una de sus
caracteristicas es que se encuentra en practicamente todo el mundo, tienen una gran
diversidad de formas, tamafios, colores y hdbitats. Tiene un cuerpo generalmente robusto
con un cuello muy corto y cabeza pequefia. Muchas de las palomas subsisten solamente
de una dieta vegetariana, alimentandose de semillas, granos y frutas, mientras otras solo
se alimentan de insectos como lombrices y grillos. Usualmente todas las palomas llegan a
poner entre 1y 3 huevos, frecuentemente 2 (Austin, 1961).

Una caracteristica de las palomas es que secretan una sustancia conocida como
“leche de paloma”, la cual es producida durante el periodo de incubacién para estar lista
en el momento en que la cria nace, los padres regurgitan este alimento para poder

alimentarlo. (Austin, 1961).




El género Columbia estad conformado por mas de 50 especies de palomas como C.
rupestris, C. leuconota, C. albitorques, entre otras (Ver Fig. 2) (Johnston & Janiga, 1995).
Por motivos de investigacion Columbia livia mejor conocida como paloma comun o

paloma doméstica es nuestro objetivo de estudio.

Fig. 2. Representacioén de diversas especies del género Columba

Las palomas (Columba livia) son una de las especies mds numerosas que se pueden
encontrar en las ciudades de todo el mundo como es el caso de México, New York, China,
Londres, por mencionar algunas (Ver Fig. 3). Se ha visto que estas aves anidan
principalmente en las partes mas viejas de las comunidades como el centro y torres de
iglesias pero también se han visto en museos, teatros, estaciones de ferrocarril y de
autobuses, aticos, bajo techos de casas viejas, fabricas o puentes, en suma, practicamente

en todas partes (Canady & Mosansky, 2013). Estdn altamente adaptadas a las condiciones




gue se encuentran en las zonas urbanas, debido a que el relieve que proporcionan los
edificios es muy parecido a los cafiones en donde habitaban naturalmente, las palomas en
un principio se asentaron en las ciudades debido a que era un lugar ideal para el
anidamiento de las nuevas crias, y al haber abundante comida de facil acceso vy la falta de
depredadores naturales hicieron que las palomas se establecieran en estos lugares con
gran facilidad (Rose, Nagel, & Haag-Wackernagel, 2006). Sin embargo, la reduccién de
estos factores naturales han hecho que la densidad poblacional de las palomas se
incremente considerablemente llegando a las cifras de 300 o 400 aves por Km?
provocando dafios a las estructuras de los edificios, monumentos y principalmente

problemas de salud (Amoruso, Fabbris, Mazza, & Caravello, 2013).

Fig. 3. Paloma doméstica, Columba livia.

Cuando las palomas estan en cautiverio, es comun encontrarlas en ambientes
altamente sucios. Estas condiciones pueden depender de diferentes factores que se
encuentran en el mantenimiento de los palomares facilitando que los productos derivados
tanto de las palomas como de los corrales sean fuente de componentes organicos, con

distintas capacidades antigénicas, asi como contenido de una diversidad de agentes
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infecciosos. El excremento de las aves conocido como guano, plumones (Bloom), y
suciedad derivada de los granos de comida han sido mencionadas entre los compuestos
aviarios mejor conocidas y estudiadas respecto a la presencia de antigenos o
microorganismos relacionados con distintas enfermedades humanas (McSharry,

Anderson, & Boyd, 2000).

1.5. Enfermedades asociadas a palomas

Como lo habiamos mencionado anteriormente, la crianza de palomas es una
ocupacioén con una gran historia pero estd intimamente asociada al desarrollo de diversos
procesos patoldgicos en la especie humana, como infecciones y enfermedades causadas
por hipersensibilidad.

Hay una serie de enfermedades que han sido asociadas a la exposiciéon de las
palomas como son Neumonitis por Hipersensibilidad (NH), asma, ornitosis, inflamacién de
los pulmones por inhalacién de irritantes derivados de las plumas. La primera descripcion
de NH secundaria a estas aves fue documentada en 1965, sin embargo Charles Reed y
colegas dieron el primer reporte clinico y serolégico probando la asociacién de la
enfermedad con las palomas por provocar sintomas en un sujeto después de tener
contacto con ellas en un ambiente controlado (McSharry, Anderson, & Boyd, 2000). A
partir de entonces, la NH esta clasificada dentro de un grupo de alteraciones respiratorias
gue pueden tener diferentes causas, como el bagazo o pulmén del granjero, asi como las
neumonitis secundarias a particulas derivadas de hongos, bacterias y glicoproteinas de

animales, entre otras (McSharry et al., 2000).




1.6. Neumonitis por Hipersensibilidad causada por aves

La NH es una enfermedad pulmonar mediada por el sistema inmune en la cual se ha
propuesto que la inhalacién repetida de uno o mas antigenos, cuyas caracteristicas no han
sido identificadas del todo, provocan una reaccién inflamatoria en ocasiones de tipo
granulomatoso en los bronquios distales y alveolos (Bourke et al., 2001).

Este padecimiento, denominado también enfermedad del criador de palomas o
alveolitis alérgica extrinseca es uno de los procesos patoldgicos mas frecuentes dentro del
grupo de afectaciéon pulmonar debido a productos orgdnicos. La sensibilizacién y contacto
subsecuente con estas aves, son requisitos indispensables en la hipersensibilidad a
productos de la paloma o derivados de los compuestos en contacto con dichos productos,
como secreciones, plumaje, excretas, entre otros. Por ello, es interesante mencionar que
se ha observado que hay un periodo estacional, de junio a septiembre, en donde el
criador de palomas experimenta mayores niveles de exposicidn al Antigeno Aviario (AgAv),
debido a que hay un incremento en la cantidad de Bloom en las palomas las cuales se
preparan para las condiciones ambientales adversas después de este periodo (McSharry
et al., 2000).

Tradicionalmente la NH se ha clasificado de tres formas, aguda, subaguda y crdnica.
En la forma aguda puede haber manifestacion de episodios de falta de aliento o disnea,
tos con fiebre, escalofrio y mareo (Bourke et al., 2001) ademas de dolor muscular, lo que
se conoce como malestar general. En la forma crénica hay desarrollo de disnea o falta de
aliento recurrente y con frecuencia fibrosis pulmonar y en muchas ocasiones los pacientes

no presentan sintomas o estos no se detectan en la fase aguda. La forma subaguda, es




muy similar a la forma crdénica en cuanto al desarrollo de disnea pero también tienen
episodios discretos de sintomas agudos después de exposicion al antigeno (Bourke et al.,
2001).

La gran diversidad de antigenos que pueden provocar la enfermedad ha sugerido
qgue los factores que inciden en su aparicién son especificos y no especificos. Entre los
factores no especificos podemos encontrar a las propiedades de las particulas que pueden
ser transportadas por el aire y son inhaladas, ya que generalmente se encuentran en el
orden de 1 a 3 micras de diametro. En este rango se encuentra el Bloom de las palomas el
cual esta compuesto de granulos de queratina de alrededor de una micra permitiendo ser
un vehiculo idéneo para el antigeno, ademas que por sus caracteristicas, puede actuar
como un adyuvante o irritante (McSharry et al., 2000). Otro factor, quizd uno de los mds
relevantes, es el tipo de ave involucrada en desarrollo de NH ya que es interesante
observar que los casos de NH han sido descritos en personas que han tenido contacto con
aves que como grupo son conocidas como “aves de fantasia” que incluye no solo a las
palomas, sino a periquitos (Melopsittac usundulatus), y tortolitas entre otras,
caracterizadas todas ellas por tener una alta producciéon de Bloom y pertenecer al mismo
suborden.

Los factores especificos, que son los mas importantes para este estudio incluyen
principalmente los antigenos que pueden ocasionar la hipersensibilidad debido a que la
inmunogenicidad que presentan estas moléculas puede estar relacionada directamente
con la enfermedad. La naturaleza y caracteristicas del antigeno potencialmente implicados

en el desarrollo de la NH aidn son motivo de amplios estudios, puede provenir de distintas
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fuentes; en estudios experimentales se ha extraido del excremento de las palomas,
plumas, suero, yema y clara del huevo asi como de la pared intestinal. En todos estos
productos se encuentra una rica mezcla de proteinas solubles, glicoproteinas,
polisacaridos y fragmentos de proteinas, e incluso algunos componentes mejor
caracterizados como la mucina e IgA (McSharry et al., 2000), algunos de los cuales han

sido propuesto como los principales antigenos causales de la enfermedad.

1.7. 1gY de paloma

La produccién de inmunoglobulinas en las aves tiene un origen diferente al de los
mamiferos, las células B que son las productoras de dichas inmunoglobulinas se generan
en la Bolsa de Fabricio (Ver Fig. 4). Este 6rgano Unico en las aves, es un diverticulum dorsal
derivado del proctodeo de la cloaca que aparece a los 3 o 5 dias del desarrollo
embrionario, tiene un ciclo funcional parecido al timo en mamiferos que puede ser
dividido en tres fases: 1) presenta un rdpido crecimiento en el lapso de 3 a 4 semanas, 2)
un periodo de “meseta” entre la semana 5y 6; y 3) una regresion funcional antes de llegar

a la madurez sexual (Sturkie, 1999).
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Fig. 4. Posicién gréfica de la zona en donde se encuentra la bolsa de Fabricio (Tomada de
Sturkie,1999).

En aves existen tres tipos de isotipos de inmunoglobulinas: IgA, IgM e IgY, siendo la
IgY la forma predominante en el suero de paloma, no obstante también se puede
encontrar en yema de huevo, excreciones y secreciones de la paloma (Suzuki, Khoo, Chen,
Chen, & Lee, 2003). Al igual que en mamiferos, las aves producen anticuerpos contra
diferentes antigenos los cuales son trasferidos a su descendencia; como no se ha
encontrado evidencia de la presencia de IgM e IgA en la yema, la IgY es el anticuerpo con
mayor presencia en el huevo la cudl es depositada a través del epitelio folicular del ovario
durante la oogénesis (Gutierrez, 2009).

El peso molecular de la IgY completa es 180 KiloDaltones (KDa) (Tizard, 2002),
mientras que las cadenas pesadas tienen un peso molecular de 67 KDa y las cadenas
ligeras de 27 KDa (Suzuki et al., 2003). Esta inmunoglobulina de aves tiene cadenas
pesadas extensas, alto contenido de carbohidratos (2.2% con respecto al 1.1% en IgG) y un
punto isoeléctrico mas bajo (6.7 £ 0.9) que el reportado en IgG de mamiferos (7.3 + 1.2)

(Para ver mas diferencias vaya a la tabla 1); estas diferencias fueron reportadas por Leslie
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y Clem en 1969 y sugirieron que este tipo de IgG, denominacién aplicada al mamifero, era
lo suficientemente diferente para tener su propia nomenclatura y propusieron llamarla IgY
(Leslie, Ph, & Clem, 1969), pero no fue hasta que se analizaron las secuencias de
aminodcidos y su filogenia que se observé que la inmunoglobulina aviaria tuvo una
evolucién diferente a la 1gG por lo que el término de IgY fue aceptado (Tizard, 2002).

Al igual que en las inmunoglobulinas de mamiferos, cuyo estudio ha aportado el
mayor conocimiento sobre las caracteristicas inmunoquimicas (1Q) de la IgG, la IgY consta
de dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Las cadenas pesadas, que son llamadas
cadenas upsilon (u), usualmente contienen un dominio variable (V) y cuatro dominios
constantes (C1 a C4) a diferencia de la IgG de mamifero la cual esta constituida solo por un
dominio variable y 3 dominios constantes (C1 a C3), esta diferencia se debe a que la IgG de
mamifero tiene una regién bisagra entre el dominio C1 y C2, mientras que en la IgY no
estd presente (Ver Fig. 5) (Tizard, 2002) (Kindt, Goldsby, Osborne, & Kuby, 2007). Hay
estudios comparativos entre la IgY y la IgG de mamifero en donde han encontrado que los
dominio C2 y C3 de la IgG se encuentran cercanamente relacionados con los dominios C3
y C4 de la IgY, mientras que el equivalente de C2 ésta ausente, lo que ha hecho pensar que
probablemente se convirtié en lo que ahora conocemos como la region bisagra en la IgG

de mamifero (Katharine, 1994).

13



Caracteristicas de IgG IgY

comparacion

Animal Mamifero Aves, reptiles, anfibios

Obtencion Plasma de sangre Yema de huevo

Peso molecular Completa: 150 kDa Completa: 180 kDa
Cadenas Ligeras: 22 kDa x2 Cadenas ligeras: 27 kDa x2
Cadenas pesadas:50 kDa x2 Cadenas pesadas: 67 kDa x2

Diferencia basica estructural Region bisagra flexible y region Fc  Sin bisagra 'y region Fc extenso
corto

Respuesta inmune a antigenos de Efecto negativo por homologia Realzado por diferencias

mamiferos filogenética filogenéticas

Estabilidad Buena, estable en pH 3-10 Buena, estable en pH 4-9

Hidrofobicidad Menos hidrofébico que la IgY Region Fc es hidrofobica

Productividad Limitada en cantidad si son Alta con grandes cantidades y
ocupados ratones y conejos como duracion prolongada
reservorios

Tabla 1. Diferencias entre IgY e IgG de mamifero (Zhang, 2003).

Debido a que la regidon bisagra confiere flexibilidad a las inmunoglobulinas, en la IgY,
al no poseerla, disminuye notablemente. Entre los dominios C1-C2 y C3-C4 residuos de
prolina y glicina tienen la capacidad de conferir flexibilidad aunque muy limitada, lo cual
trae implicaciones importantes en sus propiedades funcionales (Gutierrez, 2009).

La IgM se encuentra distribuida universalmente en todos los vertebrados y por lo
tanto es facil pensar que es el ancestro de todas las inmunoglobulinas pero hay evidencia
de que las moléculas de IgY es el ancestro comun de la IgG e IgE en base a su estructura y

funcién(Ver Fig. 5) (Warr, Magor, & Higgins, 1995).
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Fig. 5. Modelo comparativo de la estructura de una inmunoglobulina Y aviaria, 1gG e IgE de
mamifero(Suzuki & Lee, 2004).

Con respecto a la actividad como anticuerpo, la IgY cuenta con las dos funciones que
tipicamente se encuentran por separado en la IgG y en la IgE. Similar a la IgG, la IgY, como
lo habiamos mencionado anteriormente, es el principal anticuerpo presente en el suero y
por lo tanto el principal mecanismo de defensa contra infecciones sistémicas, sin
embargo, similar a la IgE, la IgY posee la habilidad para mediar reacciones anafilacticas

(Warr et al., 1995).

1.7.1. 1gY una proteina altamente glicosilada

Los glicanos son moléculas de oligo o polisacaridos que por lo general se encuentran
ligadas a proteinas o lipidos formando los llamados glicoconjuntos, ya sea glicoproteinas o
glicolipidos (Springer & Gagneux, 2013). La diversidad de glicanos es a menudo
encontrado de manera especie especifica y muchas de las cadenas de carbohidratos
pueden llegar a ser fuertes antigenos en animales que no expresan la misma estructura, lo
que sugiere que pueden ser una forma de reconocimiento de lo extrafio, como por

ejemplo, en infecciones de virus, bacterias y parasitos. Esto es sugerido debido a que
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muchas de las primeras etapas de invasidén de patdgenos se dan por el reconocimiento de
los glicanos especificos en alguna de su estructura a través de receptores que expresan de
manera diferencial los hospederos. En otros casos, en muchos patdgenos la evolucién ha
provocado cambios estructurales en sus glicanos lo cual les ha permitido evadir la
respuesta inmune de sus hospederos (Suzuki, Laskowski, & Lee, 2004).

Una de las caracteristicas de la IgY de paloma es el tipo de glicosilacion Galal-4Gal
(Galactosa Alfa 1-4 Galactosa), al referirnos a este tipo de glicosilacidon en proteinas se ha
considerado un patrén muy inusual en la naturaleza. En mamiferos por lo general este
tipo de glicosilacion se encuentra principalmente en glicolipidos presentes en la
membrana de células sanguineas como el antigeno P1, asi como en células endoteliales y
epiteliales pero raramente en glicoproteinas (Suzuki et al., 2003). El significado bioldgico
del tipo de glicosilacién en las palomas y en general en todas las aves es aun desconocida
y no solamente es exclusivo de las aves, en la naturaleza se encuentran una infinidad de
glicanos cuyas funciones bioldgicas todavia se desconocen, aunque se piensa que por su
gran diversidad y diferencias entre especies pueden ser utilizados como elementos de
defensa bioldgica reconociendo en particular componentes no propios del organismo.
Ademas, esto parece ser el resultado acumulativo durante el curso de la evolucién de los
animales por medio de las interacciones que se han presentado entre el huésped y el
hospedero (Suzuki et al., 2003); resulta interesante que la investigacién de oligosacaridos
especie-especificos es importante para entender como los glicanos se han diversificado
durante el curso de la evolucién y la propia diversificacion de los animales (Suzuki et al.,

2004).
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La presencia de Gala1-4Gal puede cambiar entre unas y otras aves. Recientemente,
algunos estudios han demostrado que las palomas presentan una glicosilaciéon Gala1-4Gal
expresada en glicoproteinas de huevo y suero, sin embargo esta glicosilacién ha sido
raramente encontrada entre los vertebrados, inclusive entre las mismas aves, pero esto
no es un caso aislado, también ha sucedido en mamiferos, los residuos Galal-3Gal
(Galactosa alfa 1-3 Galactosa), caracteristico en proteinas de la mayoria de mamiferos, no
estd presente en humanos, simios y monos del viejo mundo (Catarrinidos) (Suzuki et al.,
2004).

Se ha demostrado que la expresion de Galal-4Gal solo estd presente en el
superorden Neornithes, pero no es una generalidad, en el orden Galliforme (pollos, pavos,
codorniz y faisanes) y en Anseriforme (patos y gansos) no se encuentra expresada esta
glicosilacién mientras que en el orden Columbiforme (palomas y tortolas), Psittaciforme
(periquitos y cacatuas) y Apodiforme (vencejos) son los Unicos 6rdenes donde podemos
encontrar ampliamente distribuida la glicosilacion Gala1-4Gal (Suzuki et al., 2004).

Para tratar de explicar esta diferencia en la expresion de Galal-4Gal entre las aves
se han propuesto dos modelos hipotéticos que aun estan pendientes de estudiar. El
primero de ellos menciona que el ancestro comun de todo el linaje de las aves modernas
podia expresar Galal-4Gal, pero esta caracteristica se perdido en los grupos
Ratitae/Galloanserae para después diversificarse. En el segundo modelo, se considera que
el ancestro comun de las aves modernas no tenia la habilidad de expresar Galal-4Gal,

pero esto fue adquirido de alguna manera solo en las Neoaves (Suzuki et al., 2004).
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2. JUSTIFICACION

Las inmunoglobulinas de paloma, entre ellas la IgY, han sido estudiadas como uno
de los posibles inmundégenos asociados con una respuesta inmune contra antigenos
especie-especificos en la NH secundaria a la exposicién de este tipo de aves. Algunos
investigadores han reportado la presencia de anticuerpos contra la fraccion gamma-
globulina obtenida del suero de paloma, y la presencia de respuesta celular usando IgY.
Esto indica que uno de los AgAv, que incluye a esta inmunoglobulina en forma aislada o en
conjunto con otros inmundgenos, puede constituir un factor importante asociado al
desarrollo de la enfermedad (McSharry et al., 2000). Por ello, este trabajo en el que se
estudian algunas caracteristicas Inmunoquimicas e inmunogénicas de la IgY permitird

tener una mejor nocion acerca de su participacion como AgAv en NH.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

* Evaluar las caracteristicas inmunoquimicas e inmunogénicas de IgY de palomay su

posible participacién como antigeno en Neumonitis por Hipersensibilidad.
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3.2. Objetivos particulares

*  Purificar IgY de paloma y evaluar sus principales caracteristicas inmunoquimicas.

* Estudiar si diferentes fuentes de IgY de paloma son reconocidas por anticuerpos

especie-especificos.

* Identificar la produccidn de anticuerpos anti-lgY de paloma en sueros de pacientes

con Neumonitis por Hipersensibilidad.

4. MATERIAL Y METODO

4.1. 1gY e inmunoglobulinas tipo G

En este estudio se utilizaron IgY e IgGs, la primera proveniente de muestras
biolégicas de paloma y las segundas de diferentes mamiferos, en especial las
inmunoglobulinas disponibles en un laboratorio dedicado a la inmunologia general. Esto
tuvo la intencién de implementar, optimizar, o adecuar la metodologia que permitiera

evaluar las caracteristicas 1Q de la IgY de paloma.

4.2. Muestras bioldgicas y fuentes de obtencion de IgY’s e IgG’s

Todas las muestras incluidas en el trabajo provinieron de fuentes comerciales
accesibles, o del banco de muestras con el que cuenta el Laboratorio de Autoinmunidad y
cuyo estudio ha sido reportado o publicado previamente. Las muestras que se utilizaron

fueron las siguientes: diferentes componentes provenientes de la paloma como es
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Antigeno Aviario Total (AgAvT), que en este caso fue plasma total de estas aves, gamma-
globulinas (y) totales de paloma recuperada de plasma de paloma e IgY purificada a partir
de yema de huevo de esta ave. En el caso de los mamiferos, se incluyeron IgG purificadas
de: humano, cobayo, ratdn, conejo, borrego y cerdo. Ademads se tuvo acceso a IgY de
avestruz, que preferimos sobre la IgY de pollo debido a que sus caracteristicas IQ han sido
comparadas por otros autores con IgY de paloma.

El anticuerpo anti-IgY de paloma fue obtenido de una fuente comercial (Rabbit anti-
Pigeon 1gG (H & L) antibody (Biotin), antibody-online INC.) y estd dirigido contra cadenas

pesadas y cadenas ligeras de esta inmunoglobulina.

4.3. Purificacion de IgY de paloma

La purificacion de IgY de paloma se realizé usando huevos de paloma (donados
generosamente por la Dra. Lucia Rangel Porta, Jefe del Departamento de Reproduccion de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM) los cuales fueron trasladados a
temperatura ambiente hasta nuestro laboratorio, y se conservaron a una temperatura de
4°C por no mas de 15 dias en caso de no utilizarlos inmediatamente.

La recuperacién de IgY de paloma se obtuvo por medio de un Kit comercial para
purificaciéon de IgY disefiado originalmente para trabajar con muestras de gallina (Pierce
Chicken IgY Purification Kit, Thermo Scientific). Para ello, se realizaron experimentos
previos que permitieron observar la factibilidad de usar el procedimiento de obtencidon en
huevos de paloma.

El procedimiento se realizd bajo condiciones estériles en una campana de flujo

laminar clase Il. Se limpiaron los huevos con agua y etanol al 70%, se retird la mayor
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cantidad de clara de la yema de huevo y se lavé con agua estéril para evitar contaminacion
con albumina. Posteriormente se rompid el saco vitelino y se recuperd la yema evitando
que el saco se cayera y quedara incluido en la preparacidon de la yema. Se midié el
volumen obtenido y se adiciond 5 veces el volumen que se obtuvo de solucion de
deslipidacién de yema y se agité toda la noche a 4 °C. Luego, se centrifugd a 13,000
revoluciones por minuto (rpm) durante 20 min. y se recuperd el sobrenadante;
nuevamente se midié el volumen obtenido y se le colocd un volumen igual de solucion de
precipitacion de IgY, y posteriormente se agitd toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se
centrifugd a 10,000 rpm. por 20 min., se desechd el sobrenadante y el paquete obtenido
fue nuestra fuente de partida de la IgY purificada. El paquete (IgY purificada) se
resuspendié en amortiguador de fosfatos salino 0.1 M pH 7.2 (PBS 1x) que fue preparado
y almacenado en condiciones que permitieran tenerlo libre de pirégenos, en un volumen
igual al volumen inicial de yema finalmente se conservé a 4 °C hasta su uso en los

experimentos posteriores.

4.4. Cuantificacion de proteinas

La concentracién total de proteinas de todas las muestras fue determinada
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), para lo cual se preparé una curva
cuantitativa conocida con Albumina Sérica Bovina (BSA) fraccion V (Sigma Co, USA),
teniendo la concentracion inicial de O hasta llegar a 10 pg/ul. Esto se realizé en un
formato de microensayo, usando una caja de poliestireno de 96 pozos. Se colocé 1 pl de
cada concentracidon de la curva patron asi como 1 pl de las muestras estudiadas.

Posteriormente a cada pozo se le agregd 180 ul de reactivo de Bradford (1:5) y se incubo
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durante 5 min. Los resultados se registraron en unidades de densidad éptica (UDO) a 592

nm usando un lector de micro-ELISA (Labsystem, Finland).

4.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE).

Para evaluar las caracteristicas 1Q de las muestras estudiadas se utilizé el método de
electroforesis en geles de poliacrilamida con una concentracion del 10% en el gel
separador y del 5% en el gel concentrador. Para la corrida se utilizé6 el amortiguador
desnaturalizante Tris-glicina (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1% SDS) pH 8.3. Las muestras
se diluyeron en PBS 1x con buffer de carga 2x (25% Tris 0.5 M pH 6.8, 20% Glicerol, 40%
SDS-10%, 5% Azul de Bromofenol, 10% B-met) ajustando la concentracién de cada
inmunoglobulina a 1 pg/ul, se hirvieron por 5 min. y se cargd una cantidad de 10 a 15 pl
por pozo. En cada electroforesis se utilizd6 un marcador de peso molecular comercial
(Precision Plus Protein Unstained Standards BioRad, USA). La corrida se llevd a cabo en
una camara electroforética (Mini Protean System, BioRad, USA) durante 2 hr. 30 min. con
un voltaje constante de 100 Volts (V) en bafo de hielo. Para detectar la presencia de

proteinas se utilizé una tincion de Azul Coomassie al 5% diluido en alcohol/acido acético.

4.6. Electrotransferencia (blotting).

Una vez que las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida al 10% por
SDS-PAGE, se continud con la transferencia de sus componentes usando una membrana
de nitrocelulosa (Mini Protean System, BioRad, USA).

Previo a la electrotransferencia se hidrataron con amortiguador de transferencia los

componentes para un sandwich (1 membrana de nitrocelulosa, 6 hojas de papel filtro, 2
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piezas de papel filtro para trasferencia y 2 esponjas). Al término de la corrida se realizé la
tincidon de la membrana de nitrocelulosa con rojo de Ponceau 0.2 % por 10 minutos, se

retird el exceso con agua y posteriormente se secé con papel filtro.

4.7. Western blot

Posterior a la transferencia se destifio la membrana previamente incubada con rojo
de Ponceau, para ello se sumergiéo en NaOH 0.1M durante 2 min. y se realizé un lavado
con PBS Tween 0.1%, después se incubd con Tritdon 1% durante 15 min. y finalmente se
hizo otro lavado con PBS Tween 0.1%.

Para iniciar el procedimiento de Western Blot, se bloqued la membrana de
nitrocelulosa conteniendo las proteinas electrotransferidas con leche descremada al 3%
diluida en PBS 1x durante toda la noche. Se incubé con una dilucidon dptima del anticuerpo
comercial anti-IgY de paloma por 1 hr. a 37 °C protegido de la luz (En el caso de la IgY
purificada de paloma, se incubé con el anticuerpo en 1:15,000 en leche descremada 3%
PBS 1x, mientras que para el AgAvT y las demads proteinas fueron incubadas en 1:5000,
siguiendo las condiciones de optimizacidon establecidas en experimentos previos al
experimento definitivo). La membrana se lavd 5 veces con PBS Tween 0.1% durante 5 min.
Posteriormente se incubd en Streptactin (Precision Protein Streptactin-HPR conjugate,
BioRad) en una dilucién 1:20,000 1 hr. a 37°C cubierto de la luz y se realizaron 5 lavados
en PBS 1x. Al terminar se realizé el revelado de la membrana por quimioluminiscencia, se
incubd en solucién de revelado (LumiGlo, Cell Signaling Technology, USA) durante 1 min. ,
se quitd el exceso y se preparé la membrana en un protector de acetato para su

exposicion que se realizé durante 2 min. en oscuridad y finalmente se revelé.
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Para finalizar se volvié a lavar en agua, todo este proceso tuvo una duracién de 2
min. en cada paso, ademas, desde la exposicidén de la placa hasta el final todos los pasos
se realizaron en cuarto oscuro, las incubaciones y los lavados se hicieron cubriendo la

membrana de la luz ya que los anticuerpos son fotosensibles.

4.8. Anticuerpo anti-IgY en NH

En la fase de aplicacion practica del estudio se decidié identificar la presencia de Ac
anti-IgY de paloma. Se obtuvieron muestras de 16 pacientes con NH secundaria al
contacto con palomas, y 16 sujetos sanos expuestos a estas aves sin la enfermedad. Una
vez obtenidos los plasmas seleccionados para el estudio se realizaron las determinaciones
de anticuerpo mediante el Ensayo por Inmunoabsorbancia ligado a Enzima (ELISA) para
comparar cuantitativamente la Respuesta Inmune (RI) humoral. Cada suero se estudio por
duplicado y se incluyeron controles positivos y negativos. Los resultados fueron
confirmados por Western Blot o inmunotransferencia. Para realizar el ELISA, se usaron los
Antigenos (Ag) purificados (20 pg/ml) y fueron inmovilizados en placas de poliestireno
(Costar, USA) con amortiguador de carbonatos por 3 horas. Después de adicionar BSA
fraccidon V al 1% (Sigma Co., USA) se incubaron por 2 horas. Se realizaron 5 lavados y los
sueros fueron diluidos en ASF-T al 0.05% e incubados por 1 hora a 37 °C. La unidn
especifica de las diferentes clases de inmunoglobulinas fue detectada agregando una
dilucién dptima de anticuerpo secundarios conjugados con peroxidasa (Sigma Co., USA)
(fragmentos F(ab’),) contra las inmunoglobulinas estudiadas. La Orto-fenilendiamina
(OFD) fue preparada en amortiguador de citratos (0.1 M pH 5) y perdxido de hidrégeno

para usarla como sustrato. Al final se detuvo la reacciédn con 50 pl de H,SO,4 (2.5 N). Los
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resultados se registraron en unidades de densidad dptica (UDO) a 492 nm usando un
lector de micro-ELISA (Labsystem, Finland). Los valores de referencia fueron obtenidos a
partir de muestras provenientes de un grupo de controles sanos. La especificidad de las
pruebas de ELISA para la deteccién fue confirmada mediante procedimientos de

competencia.

4.9, Estadistica

El analisis estadistico para comparar la presencia de Ac anti-IgY de paloma, sus
niveles y la reactividad contra las diferentes antigenos purificados, asi como los resultados
de los distintos grupos de muestras bioldgicas incluyen la prueba no paramétrica U de

Mann Whithney para variables continuas (SPSS Statistic 17.0).

5. RESULTADOS

5.1. Purificacion de IgY de huevo de paloma a través de Kit comercial

La IgY se purificd a partir de huevo de paloma. Después del proceso de purificacion,
se lograron recuperar cantidades razonables en diferentes lotes (3.2 mg/ml a 5.4 mg/ml
de yema de huevo de paloma), ademas fue posible obtener un grado de pureza adecuado
para nuestros experimentos posteriores. Esto mediante la determinaciéon de Ia
concentracidn proteica y por medio de la electroforesis correspondiente, la cual permitié
verificar la presencia y grado de pureza de nuestra proteina en diferentes lotes

representativos de IgY.

25



2s0 kD
150

100

75

Cadenas Pesadas *

50

37

25
20

Cadenas Ligeras —}

D 15 D 1:5 1:10( MP

Lote 1 Lote 2

Fig. 6. SDS-PAGE tenido con Azul Coomassie usando IgY purificada con Kit comercial en la cual
fueron empleadas diferentes diluciones.

Al observar cada uno de los lotes (Ver Fig.6) es notoria la diferencia de patrones de
tincién, unos mas intensos que otros pero con una homogeneidad en la presencia de
bandas. En cada uno de ellos se destacan dos bandas, la banda superior con mayor tincién
asumimos que corresponden a las cadenas pesadas de la IgY, ya que con referencia del
marcador de peso molecular, se encuentran ubicadas en un peso cercano a los 67 kDa
mientras que las bandas con mayor tincién en la parte inferior corresponden a las cadenas
ligeras que presentan un peso cercano a los 25 kDa.

Es evidente la diferencia de concentracidn entre lotes, es notorio que en los lotes 1
hay una menor tincién de Azul Coomassie indicdndonos una menor presencia de IgY que
en el lote 2, en donde hay una mayor tincién, tanto en la muestra directa como en la

dilucion.
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Con respecto a la pureza obtenida se observa que en cada uno de los lotes estan
presentes los componentes que conforman a la IgY pero se observan dos bandas
adicionales entre los pesos moleculares de 37 a 50 kDa, no obstante el grado de
enriqguecimiento de IgY fue adecuado para nuestros experimentos posteriores,
considerando que los principales componentes, las cadenas pesadas y las cadenas ligeras,
son claramente discernibles. Con base en observaciones de enriquecimiento de estas
bandas se decidié que lote 2 se utilizaria en la realizacion del Western Blot debido a la

cantidad de proteina obtenida.

5.2. Cuantificacion de proteinas

Para continuar con el estudio se realizd una nueva determinaciéon de la
concentracion de proteinas totales en nuestra IgY purificada y en las muestras bioldgicas
las cuales se mantenian almacenadas en el banco de muestras del laboratorio que fueron
motivo de evaluacién en el trabajo. El método de Bradford utilizado en el grupo de

muestras estudiadas revelé los siguientes resultados:
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Muestra

Concentracion

(ne/ul)
AgAvVT 44.00
y paloma 6.00
IgY Paloma 1.58
IgG Avestruz 5.00
IgG Cobayo 10.70
IgG Humana 5.00
IgG Ratén 2.50
IgG Rata 2.00
IgG Conejo 5.00
IgG Borrego 39.11
IgG Cerdo 3.86

Tabla 2. Concentraciones de las muestras de IgY e IgG obtenidas por método de Bradford.

El AgAv total presentd la mayor concentracion (44 pg/ul) con respecto a las otras
muestras, esto fue debido a que el suero de paloma, fuente de este antigeno, estd
conformado por una gran diversidad de moléculas; las otras muestras se encuentran

purificadas, esto es que estan conformadas por un solo tipo de molécula.
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Con respecto a la 1gY, ésta presentd la concentracion mas baja (1.58 pg/ul) y aunque
la diferencia sea muy marcada respecto a otras IgG’s la concentracién obtenida fue

aceptable y Gtil para realizar los ensayos contemplados en este trabajo.

5.3 Electroforesis y transferencia de los diferentes tipos de IgG’s

La tincion de Coomassie realizada al gel de poliacrilamida con las 12 muestras (Fig.
7) confirma la presencia de cada una de ellas y sus componentes, particularmente las
cadenas pesadas y cadenas ligeras de las inmunoglobulinas.

Podemos observar que en cada IgG se presentan principalmente dos bandas muy
bien definidas, las primeras ubicadas en la regidn superior entre el rango de 40 a 70 kDa, y
otras localizadas en la parte inferior en un rango de 15 a 25 kDa. Es de importancia
mencionar que la IgG humana y la de ratdén presentaron una menor tinciéon que las demas
inmunoglobulinas a pesar de tener la misma concentracion que las demas. Con respecto al
grado de pureza de cada una de las muestras, se encontré que fue satisfactorio ya que no
presentaron un intenso banded adicional, aunque en algunas se llega a presentar cierto

bandeo por contaminantes comunes como la albamina.
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Fig. 7. A) SDS-PAGE teiiido con Azul Coomassie. B) Membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo de Ponceau
correspondiente a la electrotransferencias.

Carriles: A) IgY paloma, B) AgAv, C) y paloma, D) IgY avestruz, E) IgG Cobayo, F) IgG Humana, G) IgG Ratén, H)
IgG Rata, 1) IgG Conejo, J) 1gG Borrego, K) 1gG Cerdo, L) Ovoalbimina, y MP) Marcador de peso Molecular.

Es interesante ver que los componentes de la paloma (IgY, AgAv, y y paloma) asi
como la IgY de avestruz, sin importar la diferencia de especies con respecto a estas
ultimas y diferentes fuentes de donde fueron obtenidas, presentan un peso molecular

muy similar en sus bandas correspondientes a las cadenas pesadas y cadenas ligeras.
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También se aprecia, que con las IgG’s de mamiferos asi como la ovoalbimina, el
peso de las cadenas pesadas cambia entre especies mas que en las cadenas ligeras.

Al tener la certeza de la presencia de 9 de las 11 1gG’s y de las IgY's mediante la
SDS-PAGE, se realizé la electrotransferencia la cual reveld la presencia de las proteinas en
la membrana de nitrocelulosa usando la tincidon con rojo de Ponceau. En ella se pueden
observar con claridad las cadenas pesadas y cadenas ligeras de cada una de las I1gG’s e
IgY’s. Ademas, debemos senalar que al realizar la trasferencia y tincién correspondiente
no se logra observar el marcador de peso molecular como es esperado, debido a que por
la forma en que es conjugado directamente a biotina, este solo es identificado hasta el

momento del revelado.

5.4 Inmunoblot

El reconocimiento del anticuerpo anti-IgY adquirido de una fuente comercial y cuya
especificidad se limita a la IgY de paloma fue positivo sélo y exclusivamente para 3 de las
12 muestras presentes en el inmunoblot. Las muestras detectadas corresponden a la IgY
de paloma, AgAv y y de paloma (Ver Fig. 8). Para el resto de las 1gG’s los resultados de la
reaccion antigeno-anticuerpo fueron totalmente negativos, en términos del

reconocimiento especie especifico.
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Fig. 8. A) IgY paloma, B) AgAv, C) y paloma, D) IgG avestruz, E) IgG Cobayo, F) IgG Humana, G) IgG
Raton, H) IgG Rata, ) 1gG Conejo, J) 1gG Borrego, K) IgG Cerdo, L) Ovoalbumina, MP) Marcador de
peso Molecular.

Las bandas reconocidas se encuentran en un peso molecular aproximado de 60 a 65
kDa con respecto al marcador de peso molecular. Al observar la figura 8 se nota que de
izquierda a derecha la intensidad de reconocimiento va siendo mayor, empezando por la
menor que es IgY y terminando con la mayor que son las y de paloma. Es de importancia
mencionar que a pesar de que entre los antigenos se incluyd ovoalbuimina de pollo no fue
reconocida en ninguna de sus fracciones estructurales por el anticuerpo comercial anti-IgY
de paloma. Es conveniente sefialar que en el trabajo no se utilizaron anticuerpos contra
las diferentes IgG’s de mamiferos, en el entendido de que este no era uno de nuestros
objetivos, y ademas la posibilidad de encontrar reaccién cruzada entre inmunoglobulinas

pertenecientes a este grupo es alta (Paul, 2012). Ademas, los resultados dependen del
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tipo de anticuerpo, su preparacion y otros factores que quedan fuera de los limites de este

estudio.

5.5 Produccidn de Ac anti-IgY

El andlisis de los sueros de los pacientes con NH por medio de ELISA (Fig. 9)
demostré que los anticuerpos anti-lgY de paloma, usando como fuente de antigeno
gamma-globulinas de esta ave, tuvo valores elevados respecto a los contactos sanos
(10/16 vs 2/16, p<0.03). Al realizar el anadlisis estadistico de los datos, son

significativamente diferentes.

1.50
* NH: neumonitis por
= 1.00 hipersensibilidad n=16
*
] <
F ’ u CS: contactos sanos
=16
3 0.50 ’o i "
' P =0.03 prueba de U de
Mann Withne
' | Y
0.00 .
NH cs

Figura 9. Niveles de produccion de Ac de tipo IgG en pacientes con NH y contactos sanos
(Expuestos a palomas pero sin presentar sintomas). Cada punto de la grafica representa a cada
sujeto estudiado. Las lineas horizontales indican: media +/- DE.
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6. DISCUSION

El estudio de la IgY, en particular la de paloma, ha sido abordado a través de diversas
vertientes. En este trabajo se evaluaron algunas caracteristicas IQ y parte de su
comportamiento como antigeno e inmundgeno en NH, en el contexto de una linea de
investigacion que se ha desarrollado por varios afios en el Laboratorio sede de este
trabajo. Entre los posibles factores de induccién de una Rl al contacto con palomas se
detectd a las gammaglobulinas de paloma entre los componentes que podrian explicar la
presencia de anticuerpo contra AgAv en NH, y por ello el interés en abundar en su estudio.

La IgY pudo ser obtenida mediante un procedimiento de purificaciéon disefiado
originalmente para IgY de gallina, y esto fue posible después de haber evaluado y
seleccionado este método dentro de distintas alternativas experimentales. De hecho en
un primer trabajo también se lograron separar gamma-globulinas de paloma a partir de
plasma de esta ave mediante una técnica de cromatografia de afinidad con proteina G; el
objetivo en este estudio fue contar con IgY purificada, lo que se logré usando yema de
huevos de paloma apegandose a lo recomendado en el procedimiento de obtencién de
Igy.

Al contar con una fuente idonea, apropiada y practicamente indefinida de IgY de
paloma, como lo es la yema de huevo, se logré avanzar en este estudio y se podra ampliar

la linea de trabajo de la que deriva esta tesis. Evaluamos algunas de sus propiedades IQ y
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fue posible utilizarla como blanco de anticuerpos especificos contra este tipo de
glicoproteina.

Ademas con lo demostrado en el ensayo de Western Blot nos facilitd el uso de
gamma-globulinas de paloma como Ag debido al reconocimiento similar del anticuerpo
anti-IgY de paloma a los diferentes componentes de esta ave permitiéndonos evaluar la Rl
en muestras con anticuerpo contra AgAvT provenientes de pacientes con NH.

La informacion de la preparacion de IgY es escasa y por tanto se procedié a
uniformar la edad de los huevos y tener cuidado en los pasos de obtencidén de la muestra
bioldgica, su almacenamiento, manejo y seguimiento estricto de los pasos de purificacion;
aun teniendo en cuenta estos criterios, se observaron diferencias en la eficiencia de
purificacion y rendimiento en diferentes lotes de IgY.

Debido a que no contamos con una IgY de referencia o estandar para demostrar la
presencia y pureza de nuestra inmunoglobulina se consideré suficientemente confiable el
analisis de dos grupos de bandas bien definidas, las bandas superiores con un peso de 67
kDa correspondientes a las cadenas pesadas y las bandas inferiores con un peso de 27 KDa
consistentes con las caracteristicas de las cadenas ligeras de IgY de paloma de acuerdo a
trabajos previos (Suzuki et al.,, 2003). La presencia de una serie de bandas de menor
intensidad ubicadas entre las cadenas pesadas y ligeras fueron interpretadas como
impurezas, lo que es esperado en cualquier método de aislamiento de proteinas. Si bien
no se conoce con certeza de que clase de impurezas se trate, un estudio anterior sugiere

gue estos contaminante son fragmentos C-terminales de la proteina vitellogenina Il que
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cuenta con un peso molecular de 35 kDa y que se encuentra solamente en yema de huevo
(Klimentzou et al., 2006).

Las inmunoglobulinas presentan dos componentes principales que las conforman,
cadenas pesadas y cadenas ligeras, cuyos diferencias en términos estructurales, cambios
postraduccionales, peso molecular, entre otras, se deben a la divergencia que ha ocurrido
entre cada una de las especies a la que pertenecen. Por ejemplo, se sabe que la rama
evolutiva del avestruz (Ratinines) surgié hace 90 millones de afios, mucho tiempo antes de
gue apareciera el orden de las palomas, lo que provocé que la IgY evolucionara de un
modo diferente a como lo hizo la IgY de avestruz, pero al pertenecer a la misma clase, y
por lo tanto comparten un ancestro en comun, la IgY de paloma y avestruz conserva
similitudes entre ellas. En el caso entre aves y mamiferos esto mismo ha ocurrido, pero al
tratarse de dos clases distintas las diferencias estructurales de las inmunoglobulinas se ha
hecho mas evidente debido a los procesos evolutivos que sufrieron.

Respecto al uso de IgY como blanco de anticuerpos especificos, observamos que en
el inmunoblot hubo un reconocimiento Unico de la inmunoglobulina de paloma con
anticuerpos comerciales, incluso sin reaccion cruzada contra la IgY de avestruz. Esto es
interesante considerando que la estructura, peso de las cadenas pesadas (70 kDa) y de las
cadenas ligeras (30 kDa) (Patrick Eberechi, 2012) son similares a la IgY de paloma pero no
asi su comportamiento inmunogénico, al menos en este estudio. Con respecto a las
diferencias en el reconocimiento del anticuerpo comercial anti-IlgY de paloma a los

distintos componentes de esta ave (IgY, AgAv, y de paloma), aumentando de izquierda a
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derecha, es posible que se deba a motivos de enriquecimiento de la propia IgY de paloma,
siendo el caso de las y la que contiene mayor cantidad de moléculas de IgY.

Cuando se estudid la posible unién del Anticuerpo anti-lgY de paloma, usando las
IgG’s de mamifero era mucho mas predecible la falta de reconocimiento por parte de un
anticuerpo dirigido contra inmunoglobulinas de otra especie.

La produccién de una respuesta inmune especifica contra la IgY de paloma por parte
de los pacientes con NH es quiza uno de los resultados mdas importantes en nuestro
trabajo. Observar una mayor produccién de anticuerpo anti-IgY en pacientes con NH y la
baja produccién de este anticuerpo en contactos sanos (pacientes con NH pero sin
presentar los sintomas) es un indicativo de que la IgY de paloma puede jugar un papel
mas importante en el desarrollo de la enfermedad.

Por otra parte, como lo hemos mencionado, existe una gran diversidad de antigenos
gue han sido considerados como posibles causantes de la enfermedad, con los resultados
obtenidos en este trabajo podemos tener mas indicios que uno de ellos, la IgY, produce
una respuesta inmune y que ademas los individuos que la presentan tienen una
sintomatologia caracteristica de NH.

El siguiente paso a seguir con esta linea de investigacién, y debido al escaso
conocimiento que se tiene de la IgY de paloma en el ambito cientifico, es seguir indagando
sobre las caracteristicas fisicoquimicas e inmunogénicas que la hacen diferente a otras

proteinas.
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7. CONCLUSIONES

- Se logrd la purificacion de IgY de paloma por medio de un método de precipitacion
comercial para inmunoglobulinas de otra ave obteniendo un rendimiento y concentracién
satisfactoria para la realizacion de nuevos estudios.

- Por medio de la electroforesis se logrd observar que la IgY de paloma tiene cadenas
pesadas y cadenas ligeras cuyos pesos moleculares son diferentes a las de 1gG’s de
mamiferos.

-Estas diferencias fueron los suficientemente distintivas para que el anticuerpo comercial
anti-IgY de paloma detectara solamente antigenos de esta especie.

- La discriminacion del anticuerpo anti-lgY de paloma respecto a la IgY de avestruz nos
hace inferir que las modificaciones postraduccionales tales como la glicosilacién o
diferencias en secuencias de aminoacidos pueden jugar un papel mas importante en el
reconocimiento de la proteina.

- La produccidn de Anticuerpo anti-IgY de paloma en el estudio demostré la activacion de
una respuesta inmune especie-especifica. Las IgY de aves e IgG de mamiferos presentan
una gran similitud 1Q pero difieren en sus propiedades inmunogénicas.

-El aumentod en la produccidon de anticuerpo anti-IgY de paloma en pacientes con NH, con
respecto a los contactos sanos, nos permite proponer a la IgY de paloma como un

marcador y un posible antigeno causal en NH.
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