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RESUMEN. Se revisa el estado actual del conocimiento sobre la IgY, inmunoglobuli- INTRODUCCION
na monomérica presente en las especies devertebrados no mamíferos (aves, reptiles, Existen reportes desde 1883 que
anfibios, y probablemente, todos los peces pulmonados) y equivalente a la IgG de reconocen a las aves como modelosmamíferos . Sepresentan los antecedentes de estos estudios, las características gene- capaces de transferir anticuerpos arales de estas inmunoglobulinas que demuestran el porqué de su nomenclatura IgY la

	

proporcionando inmunidadaldiferir en su fragmento Fc con el de los monómeros de IgG de los mamíferos, carac-

	

y
terísticas que ubican a estas inmunoglobulinas como un ancestro evolutivo para las pasiva al huevo hasta el desarrollo
clasesIgG e IgE. Sedemuestra laimportanciadelas aves como modelo animalparala del sistema inmune post-natal . Un
producción de anticuerpos apartir de la yema de sus huevos, así como se describen principio análogo opera en los ma-
las estrategias de inmunización más adecuadas para lograr títulos de anticuerpos es- míferos, pues los anticuerpos son
pecíficos muy elevados, tanto para antígenos solubles como particulados. De la mis- transferidos al embrión por vía san-
ma forma, se detalla el desarrollo de las estrategias de purificación que se han utiliza- guínea durante la vida fetal y por la
do para su aislamiento, comparándose los primeros métodos usados para estos fines lactancia materna en el período
ampliamente tediosos y costosos con los actuales tan simples como el que se basa en neonatal .'
el empleode diluciones acuosas que permite un gran ahorro de tiempo yrecursos . Se

	

Losprimeros estudios desarrolla-
hace referencia a los usos potenciales de estas inmunoglobulinas en campos como el dos sobre las proteínas solubles deinmunodiagnóstico, en especial, para el diagnóstico y seguimiento de enfermedades la yema del huevo datan de 1908 ydel Sistema Nervioso Central y aquellos en los que aplican técnicas inmunológicas en refieren que esta fracción resulta he-las que intervienen sueros de mamíferos, la inmunoterapia para el tratamiento de
enfermedadesdiarreicas agudas yla inmunoprofilaxis de caries dentales, así como en terogénea y constitutiva detres com-
la Cromatografia de Inmunoafinidad para la purificación de proteínas, tanto de ori- ponentes fundamentales, los cuales
gen natural, como de sistemas de fermentación. Finalmente, se hace un análisis eco- fueron llamados alfa, beta y gamma
nómico de reactivos inmunodiagnosticadores de origen aviar con relación a similares livetinas siendo expuesta la existen-
de otro origen, evidenciándose su ubicación a precios competitivos en el mercado.

	

cia de una similitud inmunológica
entre las globulinas séricas y las

ABSTRACT. A review of the current state of knowledge on the IgY, monomeric im- livetinas hasta los estudios realiza-
munoglobulin present in the species of non mammals vertebrates (birds, reptiles, dos por J. Williams en la década de
amphibians, and probably all lung fishes) that is the equivalent to the IgG of mam- los sesenta en que se identifica la
mals is presented. The antecedents of these studies, the general characteristics of gamma livetina de las proteínas so-these immunoglobulins and their location in evolution are presented. This immuno- lubles de la yema del huevo comoglobulin is located in the filogenic like an evolutionary ancestral for IgG and IgE from
mammals because IgY combine the functions of both (humoral defense against sys- una gamma globulina sérica' ,2 mo-
temic infections and at the same time mediate anaphylactic reactions . For its struc- mento a partir del cual se comienza
ture and genetic IgY is similar to both, the number of CH domains is like IgE and the a explorar el empleo de la yema de
aminoacids of the hinge region are similar to IgG. This paper shows the importance of huevo como fuente de obtención de
birds as animal models for the production of egg yolk polyclonal antibodies as so as anticuerpos policlonales en la prác-
describe the best immunization strategies to achieve high titles of specific antibodies tica de laboratorio . 2-4
for soluble antigens as well as particulates . In the same way the development of puri-

	

Laproducción de anticuerpos po-
fication strategies that have been used for its isolation is presented comparing the liclonales requiere utilizarbiomode-
first tedious and expensive methods with the current so simple like the use of water los animales (curieles, conejos,
dilution saving time and resources. This work deals with potential uses of these im- ovejos, caballos). Este proceso estámunoglobulins in fields of research like immunodiagnostic in specially for diagnostic caracterizado por dos fases : la inmu-of diseases from the Nervous System and immunological methods where it is neces-
sary to apply mammals sera, immunotherapy for the control of diarrhoea and preven- nización y el desangrado I
tion of dental caries as well as Immunoafmity Chromatography for the purification of

	

El empleo de las aves en la pro-
naturalandrecombinantproteins .Finallyaneconomicanalysisofreagentsfromavian duccióndeanticuerpos policlonales
species and its competitiveness in market is made.

	

(IgY), posee ventajas con respecto
75
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al mismo proceso en mamíferos . Re-
presenta un refinamiento y una re-
ducción de los animales de labora-
torio.' El primero está dado por la
eliminación del desangrado de los
animales para la obtención de los
anticuerpos a partir de la yema. Y
la segunda, por las grandes cantida-
des de anticuerpos que se obtienen
en las yemas de huevos que al com-
pararlas es aproximadamente 30 ve-
ces mayor que las que brinda un
conejo sí se tiene en cuenta que 1 g
de yema contiene alrededor de 10
mg de IgY y que una gallina produ-
ce unos 250 huevos al año, lo que se
traduce en 4 kg de yema que rinden
40 g de IgY, mientras que un cone-
jo que se sangra generalmente una
vez produce unos 40 mL de suero
con una concentración de 35 mg/mL
de IgG representando 1,4 g de inmu-
noglobulinas .' •8 La distancia filoge-
nética entre aves y mamíferos per-
mite una respuesta potente contra
antígenos conservados de la espe-
cie . ' .8 9

Es destacable otro grupo de ven-
tajas de los anticuerpos de aves
como, la discapacidad para la unión
a receptores del complemento, pro-
teínas A, G y la falta de interferen-
cia con el factor reumatoídeo y la
IgG de mamíferos .''"

Teniendo como premisa lo ex-
puesto, colectivos de investigadores
han dirigido sus esfuerzos a la ob-
tención de anticuerpos polielonales
en aves, fundamentalmente, contra
antígenos solubles muy conserva-
dos, antígenos microbianos, línfoci-
nas y anticuerpos de tipo terapéuti-
cos contra enfermedades diarreicas
agudas y caries dentales,711

En América Latina, se ubican
tres grupos que trabajan en la temá-
tica, uno de ellos, en el inmunodiag-
nóstico e inmunoterapia de enfer-
medades parasitarias autóctonas de
México (triquinosis), otro en el me-
joramiento de sistemas de purifica-
ción de IgY específicas a partir de
yema con diversos inmunógenos,'2.13 y
el otro, en la producción de extrac-
tos de IgY para la serotipificación
de bacterias enteropatógenas hu-
manas, tema abordado por especia-
listas de países de Europa y Asia
también?•9

En Cuba, los primeros trabajos
sobre obtención y producción de
IgY específicas contra antígenos so-
lubles se realizaron en 1995, 14 así
como sobre sistemas de purifica-
ción y caracterización de la molécu-
la y a partir de ellos, para la obten-
ción de sistemas de control para la
purificación de alérgenos . 15

Estos antecedentes han motiva-
do la realización de una exhaustiva
recopilación e interpretación de co-
nocimientos sobre el estado de de-
sarrollo de la producción de anti-
cuerpos policlonales en aves en el
mundo con los objetivós siguientes :
•

	

Dejar bien sentada la trascen-
dencia desde el punto de vista
científico por las múltiples ven-
tajas que ofrece .

•

	

Argumentar la necesidad de la
generación de Sistemas de In-
munodiagnóstico, así como tera-
péuticos para humanos em-
pleando anticuerpos policlonales
(IgY) obtenidos en aves por las
ventajas económicas que estos
reportan .

•

	

Evaluar y obtener estos reacti-
vos para otros fines tales como
su empleo en los Sistemas de
Control de la Calidad de otras
producciones biotecnológicas de
importancia, así como su aprove-
chamiento en tecnologías afines
como la Inmunoafmidad para la
purificación de sustancias de
gran valor.

Características generales de la IgY

Las aves poseen tres tipos de in-
munoglobulinas en el suero . Una,
de elevado peso molecular tipo IgM
y dos, con coeficientes de sedimen-
tación 8S y 7S (una tipo IgA y otra
tipo IgG, que es la más abundante
en el suero) ."

La yema del huevo está com-
puesta esencialmente de gránulos
(lipoproteínas y fosvitina ) disper-
sos en una fracción soluble
(livetinas y lipoproteínas de baja
densidad) y es en ésta donde se en-
cuentran las proteínas con activi-
dad de anticuerpos (inmunoglobu-
linas) .'619

Al caracterizar los sobrenadan-
tes de yemas de huevos ricos en
proteínas solubles, 1-20 se puede ob-
servar un patrón electroforético en
geles de poliacrilamida que se co-
rresponde con :

Ovoalbúmina (44,5 kDa) .
Beta-livetina (48 kDa) .
Alfa-livetina (80 kDa) .
IgY (gamma-livetina) (180 kDa) .
En 1969, Gerrie Leslie y Bill

Clem propusieron que la inmuno-
globulina predominante en el sue-
ro de pollo debía ser llamada IgY
más que IgG . 21 Su razonamiento
estaba dado en el conocimiento de
que sus cadenas pesadas (H) eran
más largas y antigénicamente dis-
tintas a las de los mamíferos . Ini-
cialmente, no hubo entusiasmo ha-
cia la adopción de esta nomencla-

tura. Primero, porque la molécula de
IgY presente en el pollo se percibía
como la homóloga funcional de la
IgG y esta nomenclatura ya estaba
bien sentada . Segundo, en este mo-
mento no había otra evidencia de la
naturaleza de las diferencias entre
las cadenas pesadas de la IgG y la
IgY. Una cadena pesada más larga en
la IgY de pollo favorecía esta hipó-
tesis y se ofreció como modelo la
IgG3 humana que posee una bisagra
más extendida . 19-21 Tercero, aún no
existía conocimiento de la amplia
distribución de la IgY entre los ver-
tebrados no mamíferos. Sin embar-
go, ahora se sabe que la IgY es el an-
ticuerpo sérico típico de bajo peso
molecular (no IgM) de aves, reptiles,
anfibios y probablemente de todos
los peces pulmonados,20,31 mientras
que la IgG, sólo se encuentra en los
mamíferos. Se denominó IgY por la
palabra inglesa "Yolk" que significa
yema, aunque por su similitud con
la IgG humana se denominaba IgG
de aves, por lo que se define IgY
como la inmunoglobulina capaz de
transferirse de forma transovárica a
la yema del huevo donde se encuen-
tra el embrión .">- "

Pese a la denominación coinci-
dente de la inmunoglobulina sérica
de bajo peso molecular de las aves
IgG aviar, por estudios moleculares
se ha podido demostrar que el tér-
mino es inapropiado, pues existen
diferencias estructurales entre la
IgG y la IgY'•'2l

La IgG de mamíferos posee la es-
tructura monomérica típica con dos
cadenas pesadas (H) y dos ligeras (L)
con un peso molecular aproximado
de 150 kDa, las pesadas con un peso
de 50 kDa y las ligeras de 25 kDa, las
cadenas H poseen cuatro dominios
estructurales: uno en la región va-
riable VH y tres en la región constan-
te (Cy-1, Cy-2, Cy-3) . El dominio Cy-1
está separado del Cy-2 por la región
bisagra que le confiere la flexibilidad
al fragmento Fab ."- 23

En contraste con esta estructura,
la inmunoglobulina Y tiene dos ca-
denas pesadas (H) y dos cadenas li-
geras (L) que es la configuración tí-
pica HA de todas las inmunoglobu-
linas de bajo peso molecular, aproxi-
madamente 180 kDa. Las cadenas
pesadas CE (65 kDa) poseen típica-
mente un dominio de región varia-
ble y cuatro dominios de regiones
constantes?

En las aves anseriformes (patos
y gansos), algunos reptiles (particu-
larmente las tortugas) y peces pul-
monados, se encuentra un fragmen-
to truncado de IgY de un peso mole-



cular aproximado de 120 kDa . 3124
Tanto las formas truncadas como
completas de IgY pueden coexistir
en un individuo (como es el caso de
algunas tortugas y aves anserifor-
mes), o puede producirse exclusiva-
mente una forma como en el caso
de los pollos que producen solamen-
te la forma completa y algunas tor-
tugas que sólo producen la forma
truncada. Esta forma de IgY pier-
de los dos dominios C terminal (Cs-
3, Ce-4) de las cadenas pesadas. Lue-
go, esta molécula es el equivalente
estructural de un fragmento F(ab')2
por lo que se sugiriere la termino-
logía de IgY(l Fc) para la molécula
intacta y Ce (S Fe) para su cadena
pesada.21-24

Las comparaciones de secuencia
de la región C en la IgG y la IgY
muestran que los dominios Cy-2 y
Cy-3 de la IgG están relacionados
más estrechamente con los domi-
nios Oy-3 y Cy-4 de la IgY respecti-
vamente, y que el equivalente del
dominio Cy-2 está ausente . Este do-
minio fue condensado probable-
mente para formar la región bisagra
de la IgG .2124

La bisagra es una característica
singular de la estructura de la inmu-
noglobulina de mamíferos : tanto la
IgY como la IgA aviares poseen cua-
tro dominios de regiones C de ca-
denas pesadas y no tienen genes
codificadores de bisagra .21 .23 .24

En la IgY hay regiones cercanas
a los límites de los dominios Cy-1- Cy-2
y Cy-2- Cy-3 que contienen residuos
de prolina y glicina . Estas regiones
tienen la potencialidad de conferir
una flexibilidad limitada sobre la
molécula de una maneaa análoga a las
regiones de cambio descritas en algu-
nas inmunoglobulinas de mamife-
ros 2 t -35

Desde el punto de vista físico-
químico, existen divergencias en
propiedades de la molécula como
resistencia al calor y a los cambios
de pH. Se ofrecen consideraciones
de su relativa resistencia a elevada
temperatura y pH muy bajo,'' sin
embargo, otras referencias plantean
similitud en resistencia entre la IgY
e IgG de conejo a pH elevados, así
como a la digestión enzimática con
tripsina y quimiotripsina y la rela-
tiva mayor resistencia de la IgG a
la digestión enzimática con pepsina
a pH = 4 y a temperaturas mayores
de 60 grados, todo esto justificado
en las diferencias estructurales de
ambas moléculas?7

Se han constatado diferencias en
cuanto a punto isoeléctrico de la
IgY, el cual resulta inferior al de la

77

IgG de conejo?/ 2" La composición
en aminoácidos de la IgY en yema
no difiere de la del suero de las aves,
lo que sugiere que ésta al ser trans-
ferida hacia la yema no experimen-
ta modificaciones sustanciales ,27-29

La IgY posee dos sitios de unión
antigénica, por lo que debe precipi-
tar o aglutinar antígenos multiva-
lentes. Esto no siempre ocurre. La
mayoría de los anticuerpos de aves
(IgY) se unen fuertemente al antí-
geno, pero muestran propiedades
precipitantes sólo a concentracio-
nes salinas elevadas (diez veces
superior a la concentración fisiológi-
ca, o sea, es óptima a 1,5 mol/L aproxi-
madamente)."-76

La conformación es una posible
causa de los problemas de la preci-
pitación de la IgY, los dos brazos Fab
podrían estar tan estrechamente ali-
neados corno para obstaculizar por
impedimentos estéricos, el entre-
cruzamiento de epítopes sobre dos
antígenos grandes. El efecto de las
condiciones que permiten la preci-
pitación (condiciones salinas o pH
bajos) sería la liberación de los bra-
zos Fab, posibilitando la indepen-
dencia funcional de los sitios de
unión ."-15

El papel de la región Fe en la po-
limerización de los complejos IgY
antígeno inducida por sal, permane-
ce sin aclarar. La mayoría de los
fragmentos F(ab') ., de IgY parecen
contener el dominio C€-2, el cual po-
dría conferir alguna capacidad de
agregación."

La IgY como ancestro evolutivo de
los anticuerpos de mamíferos

Al igual que la IgM está distri-
buida ampliamente en el Phylum
vertebrata, existen evidencias de
que la IgY es el anticuerpo sérico tí-
pico de bajo peso molecular (No
IgM) de vertebrados no mamíferos
mientras que la IgG sólo se encuen-
tra en los rnamíferos."'3A-13

Además, las técnicas de clonaje
molecular han suministrado recien-
temente clara evidencia de que la
IgY no es solamente el ancestro evo-
lutivo de la IgG, sino también, de la
IgE, otra molécula exclusiva de los
mamíferos . 23,30-34

Las evidencias en este sentido,
dirigen la atención hacia tres aspec-
tos :

a) la función de los anticuerpos .
b)- la estructura de la cadena pe-

sada H .
e)- la estructura y expresión de

los genes de cadena H .
En términos de actividad, este

anticuerpo parece combinar las fun-
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ciones de IgG e IgE . Semejante a la
primera, es la principal línea de de-
fensa humoral contra infecciones
sístémicas y además, el principal en
el suero. Al igual que la IgE es ca-
paz de mediar reacciones anafilác-
ticas23•S0-34

Desde el punto de vista estruc-
tural y genético, la IgY presenta si-
militudes con ambas moléculas,
pues el número de dominios CH es
igual al de la IgE y los aminoácidos
de la región bisagra coinciden con
los de la IgG."

Estas evidencias apuntan hacia
la teoría de que la IgY por duplica-
ción génica pudo convertirse evolu-
tivamente en IgG e IgE. La existen-
cia de condiciones específicas oca-
sionadas por mala adaptación en al-
gunas de las funciones de este anti-
cuerpo, lo llevaron a la aparición de
la IgG como anticuerpo preferido en
el suero de los mamíferos .'= •25-26.3"4

No obstante, es difícil la genera-
lización de las funciones de esta mo-
lécula, pues aparece en muchas es-
pecies; desde los vertebrados infe-
riores (anfibios y poiquilotermos)
hasta las aves más avanzadas, sien-
do una inmunoglobulina funda-
mental como mecanismo de defen-
sa y desempeña un papel crucial en
la transferencia' de inmunidad pa-
siva de forma materna. La mayoría
de las especies que poseen IgY son
ovíparas .23,25,26.3"4

Modelo animal para obtención de
IgY en la yema de huevo

Es un conocimiento bien siste-
matizado que las aves poseen un
Sistema Inmune organizado de
modo diferente al de los mamíferos.
Las diferencias principales están re-
lacionadas con la falta de organiza-
ción linfoide secundaria en nódulos
y la presencia de un órgano especia-
lizado denominado Bolsa de Fabri-
cio que posee entre 8 000-12 000
folículos. Esta bolsa se desarrolla
desde la vida prenatal haciendo una
meseta en el período comprendido
entre 2 y 4 semanas e involuciona
durante la madurez sexual (4 a 6 me-
ses de edad) 31-32

Desde el punto de vista funcio-
nal, cumple con la expansión de la
población de células B y la produc-
ción de un repertorio diversificado
de inmunoglobulinas .

La diversificación del repertorio
de reconocimiento en las aves, se
efectúa a través de un mecanismo
denominado conversión génica que
se fundamenta en la existencia de
un solo gen V y otro J funcionales,
tanto para los loci de las cadenas pe-
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La proporción de anticuerpos en
suero y yema debe ser semejante,
aunque no siempre se reporta de
esta manera por los diferentes gru-
pos, pues está en relación con el mé-
todo de purificación y recuperación
empleado y la dinámica de paso de
la molécula según el inmunógeno
empleado .38.44

Estrategias de inmunización

Existen múltiples protocolos dis-
ponibles sobre procederes de inmu-
nización en aves, pero la compara-
ción entre los resultados es difícil
por las diferencias de antígenos, es-
quemas, dosis y adyuvantes .

El tipo y la calidad del adyuvante
es un aspecto crítico en la determi-
nación de la respuesta inmune, la
cual de forma ideal aspira a produ-
cir elevados títulos de IgY en suero
y yema .

El adyuvante completo de
Freund (FCA), pese a ser uno de los
más usados experimentalmente, se
reporta como productor de inflama-
ción granulomatosa en el sitio de la
inyección y retardo en la puesta .?
Por estas razones, muchos autores
prefieren iniciar las inmunizacio-
nes con adyuvante incompleto de
Freund (FIA), el cual produce una
respuesta efectiva reportada cuan-
do se usa en la primera inmuniza-
ción. Este efecto del FCA puede mi-
nimizarse con la aplicación de la in-
yección en varios sitios, al menos
cinco sitios . 7,42 Se reportan otros ad-
yuvantes alternativos como Specol,
PAM3-Cys-Ser-Lys442.44 con buenas
respuestas ante antígenos particu-
lados y solubles y bajas respuestas
con el hidróxido de aluminio y las
saponinas en las aves 7

Es difícil la discriminación de la
dosis idónea, no obstante, existe un
consenso en el empleo de dosis en-
tre 10 mg y 1 mg; siendo preferidas
las que se encuentran en el interva-
lo de 10 a 100 mg/mL en el caso de
antígenos solubles. Cuando se em-
plean antígenos particulados (célu-
las de bacterias muertas en forma-
lina), debe ajustarse la concentra-
ción a 1 - 109 unidades formadoras
de colonias por mililitro . Se reco-
mienda la inmunización en al me-
nos dos sitios con volúmenes de 0,5
a 1 mL, pues el volumen total afec-
ta la reacción tisular local .7,'8~ZL. a8,45,4e
Por razones prácticas y económicas,
se prefiere el empleo de la vía
intramuscular en la pechuga del
animal, práctica que se exige fun-
damentalmente, en animales jóve-
nes. La vía subcutánea es preferi-
da en animales adultos, pues es di-
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sedas como las ligeras, modificados
por un intercambio intracromosó-
mico usando pseudogenes no fun-
cionales como elementos donan-
tes3' 45 Se estima que este mecanis-
mo ocurre durante el período de ma-
duración en la Bolsa de Fabricio y
que estos eventos se producen de
cada 10 a 15 ciclos celulares . El úni-
co gen V funcional puede recibir
entre 4 y 10 conversiones génicas
sucesivas antes de migrar la célula
con el receptor reordenado a la pe-
riferia. Ibóricamente, este mecanis-
mo es capaz de conferir un reperto-
rio real de al menos 10" moléculas
diferentes34-38 Como reflexión prin-
cipal de estas referencias, se obser-
va que las aves son capaces de un
sistema inmune humoral efectivo
con un reducido número de precur-
sores y el papel central en este pro-
ceso lo posee la permanencia en el
período apropiado en la Bolsa de
Fabricio. Sin embargo, este reper-
torio a pesar de ser aparentemente
diverso pudiera tener límites de to-
lerancia a bajas y elevadas dosis con
un intervalo muy estrecho, lo que
obligaría al empleo de inmunógenos
muy purificados y con una concen-
tración intermedia.33a7

Para la obtención de los anticuer-
pos en yema, valorando las caracte-
rísticas fisiológicas de las aves, se
prefiere el empleo de Gallinas po-
nedoras Leghorns, de 25 a 50 sema-
nas de edad, aunque se han repor-
tado buenos resultados con anima-
les de 22 semanas . 11, 0

Otro de los aspectos a resaltar es
la calidad genética del biomodelo a
pesar de la obtención de resultados
satisfactorios en la producción de
anticuerpos específicos en yema de
huevo de aves destinadas a la pro-
ducción comercial ; se prefiere el
empleo de gallinas consanguíneas,
pues entre las que no lo son, existe
entre un 10 y 15 % que no respon-
den a ciertos antígenos . Por su par-
te, las consanguíneas exponen baja res-
puesta a: albúmina sérica, péptidos sin-
téticos y bacterias; no obstante, se han
obtenido buenos resultados con estos
inmunógenos en las líneas B14, B17,
B21 (consangufneas). 7.~

En el aspecto de la calidad higié-
nico-sanitaria, se prefiere la utiliza-
ción de animales de categoría con-
vencional, reservando las aves li-
bres de patógenos específicos para
los anticuerpos de uso terapéutico,
debido al costo elevado de estos
biomodelos y a que en ocasiones
existen enfermedades virales que
provocan una inmunosupresión
transitoria en ellas . 7,38-43

ficil su utilización en los jóvenes . Se
reporta el empleo además de las vías
endovenosa e intraperitoneal, pero
con resultados menos eviden-
tes. 'a24^39,48,47 La frecuencia y núme-
ro de inmunizaciones depende del
antígeno, dosis y del tipo de adyu-
vante. Se recomienda el empleo de
al menos dos inmunizaciones y si
los títulos decrecen durante la pues-
ta, entonces se deben aplicar dosis
de refuerzo durante el transcurso de
ésta .7

La inmunización primaria y los
refuerzos deben ser dados antes de
la puesta de huevos con un interva-
lo de al menos 6 semanas para ad-
yuvantes oleosos y cuatro para
lipopéptidos . 7

Estrategias de purificación

Desde la década de los sesenta,
se comenzaron a realizar los prime-
ros intentos de separación de las
proteínas y livetinas de la yema de
los huevos de gallina puesto que
estas livetinas se habían reconoci-
do como una fuente abundante de
anticuerpos z,3,as,48 .49

Los primeros métodos publica-
dos incluían extracción con disol-
ventes orgánicos y ultracentrifuga-
ción 2

Posteriormente, se desarrollaron
métodos de purificación de la IgY
más eficientes y convenientes . Los
más prometedores consistían en la
precipitación de las lipoproteínas
con polietilenglicol, 2,4,50sM ,52 sulfato
de dextrana2 y gomas naturales
como el alginato de sodio, carrage-
nano y xanthano33•14

Recientemente, se han desarro-
llado nuevos métodos que emplean
simples diluciones en agua destila-
da del contenido de la yema bajo
condiciones ligeramente ácidas 28 •3 5
junto a posteriores pasos de purifi-
cación que envuelven precipitacio-
nes salinas, alcohólicas o con
polietilenglicol y ultrafiltraciones,
seguidas de diversos tipos de cro-
matografía, con rendimientos de
IgY que oscilan entre 4 y 9 mg/mL
de inmunoglobulinas específicas
con pureza del 89 al 94 %.' • 7,28 .39

Por las grandes ventajas que
ofrecen las yemas de huevos como
fuente de anticuerpos sobre otras
fuentes convencionales, se han de-
sarrollado tecnologías para la pro-
ducción a gran escala de estas in-
munoglobulinas 28 Estos métodos
consisten en procedimientos de tres
etapas que permiten el procesa-
miento simultáneo del contenido de
decenas de yemas de huevos de una
manera simple, económica y fácil-



mente automatizada en la que se
puede lograr una pureza intermedia
y elevada de las inmunoglobulinas
( 60 % y mayores del 95 %). Además,
se han empleado esquemas con sul-
fato de amonio (entre 25 y 40 %) con
buenos rendimientos y elevado gra-
do de pureza55a'

Pese a la falta de afinidad de la
molécula a sistemas de purificación
con proteínas A y G' ,4 '6" se reporta
en 1995 una proteína G con elevada
afinidad para la IgY en el ámbito
experimental 12.58

Prestigiosas casas comerciales
como Promega Co . (Minneapolis
USA), Pharmacia-Biotech (Upsala-
Sweden) han desarrollado paquetes
preparativos basados en sistemas
de precipitaciones selectivas suce-
sivas para obtener la IgY con un de-
terminado grado de pureza y un
considerable ahorro de tiempo .-"-"

No obstante las evidencias pre-
sentadas, debe realizarse un análi-
sis más exhaustivo de los métodos
de extracción de la IgY de la yema .
Asimismo, los métodos de determi-
nación de actividad biológica deben
ser normalizados, pues existe ten-
dencia a la evaluación de recupera-
ción y concentración en yema por
varios métodos con sensibilidades
diferentes acorde a su límite de de-
tección; inmunodifusión radial sim-
ple IDRS," empleo de anticuerpos
monoclonales anti-IgY82 y cromato-
grafía por HPLC. 53

Empleos potenciales de los anti-
cuerpos (IgY) específicos obtenidos
en yema de huevos

Los anticuerpos policlonales
(IgY) específicos obtenidos de ye-
mas de huevo de gallinas inmuni-
zadas pudieran ser utilizados en:

a) Inmunoterapia pasiva,
b) Sistemas de inmunopurifica-

ción de uso industrial.
c) Sistemas inmunoanaliticos .
Como se conoce, las inmunoglo-

bulinas de la yema son resistentes
a medios ácidos y al calor y como el
daño de sus moléculas respectivas
durante las digestiones trípticas y
quimiotrípticas es moderado, se
evidencia una retención de la acti-
vidad en mucosas para prevenir in-
fecciones patogénicas en el intesti-
no cuando alcanza esa porción del
tracto digestivo," además, los repor-
tes sugieren que el intestino del
neonato es permeable a algunas
moléculas como las proteínas y te-
niendo en cuenta que el pH estoma-
cal de los infantes sobre los 5 me-
ses de edad permanece entre 4 y 5,
aún dos o tres horas después de in-
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gerida la leche, no se aprecia una
inactivación de la IgY en el estóma-
go de éstos, por lo que de hecho,
pudiera emplearse en la fortifica-
ción de fórmulas infantiles para pre-
venir infecciones gastrointestinales
en sujetos con alteraciones transi-
torias o permanentes de segmentos
de la respuesta inmune: recién na-
cidos, niños con inmunodeficien-
cias congénitas o adquiridas .2',8,,88
Estas fórmulas fortificadas podrían
ser utilizadas también en adultos
que hayan contraído inmunodefi-
ciencias por quimioterapia, malnu-
trición, o por el propio envejeci-
miento, aunque en este caso, sería
necesario encapsular la IgY para
protegerla de la digestión estoma-
cal . ,"," 'bdo esto se justifica por las
bases de la inmunización oral que
se atribuye a la interferencia de las
inmunoglobulinas con la adheren-
cia bacteriana y la neutralización de
toxinas producidas por los patóge-
nos. El efecto protector debiera con-
ferirse tanto a la molécula de IgY
completa o a los fragmentos de
unión al antígeno, puesto que am-
bos son capaces de potenciar las
funciones. En efecto, esto fue de-
mostrado en trabajos con fragmen-
tos Fab de anti-CFA/I (antígeno fac-
tor de colonización) los cuales redu-
cen la colonización, así como las ma-
nifestaciones diarreicas de forma si-
milar a la fracción inmunoglobulí-
nica completa del suero.2Ie'»

Las inmunoglobulinas de la
yema del huevo pueden ser utiliza-
das como una fuente más económi-
ca de anticuerpos específicos, aun-
que al poseer diferencias estructu-
rales con la IgG de mamíferos po-
drían elevar el problema de la aler-
genicidad al ser administrada a hu-
manos, especialmente a niños . 28
Por consiguiente, sería importante
encontrar formas para reducir esta
alergenicidad, aunque incluso sea
pequeño el número de personas
alérgicas a las proteínas del huevo
y como el fragmento Fc es la por-
ción más antigénica de la molécula
de inmunoglobulina aviar, la esci-
sión de este fragmento sería bene-
ficioso, pues reduciría el número de
sitios alergénicos posibles sobre la
molécula de IgY sin afectar adver-
samente su función." De esta ma-
nera, se han desarrollado métodos
eficientes para la preparación y pu-
rificación de los fragmentos Fab' de
inmunoglobulina Y simples y rápi-
dos y de fácil escalado, a los que se
les ha comprobado su reacción de
identidad en ensayos de inmunodi-
fusión y actividades de unión a
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antígenos mediante métodos de
ELISA.28 8'

Otros empleos que podrían citar-
se, sería el tratamiento de las enfer-
medades entéricas en otros anima-
les como es la colibacilosis entérica
en cerdos neonatos,39• 40 y enferme-
dades de peces de importancia eco-
nómica,3141 especialmente, bajo con-
diciones que limiten la utilización
de antibióticos y otras drogas .

Una aplicación terapéutica po-
tencial es la posible protección de
caries dentales partiendo de los re-
sultados obtenidos inicialmente en
ratas 10 y posteriormente, en volun-
tarios sanos en los que se demues-
tra el poder protector de la IgY con-
tra el Streptococcus mutans 9

En lo que respecta a la cromato-
grafía de inmunoafinidad, la IgY se
está utilizando para separar compo-
nentes bioactivos de fuentes natu-
rales o de sistemas de fermentación .
Se han obtenido anticuerpos poli-
clonales en yema de huevo que re-
accionan con la albúmina sérica bo-
vina (BSA) y han sido acoplados co-
valentemente a perlas de quitosano
construyendo matrices de inmuno-
afinidad que posteriormente se han
utilizado para remover la albúmina
tanto de leche fresca como en pol-
vo con vistas a la obtención de este
producto libre de este componente
cuyo consumo se ha asociado a la
incidencia de diabetes juvenil.t°

Se conoce del empleo de estos
anticuerpos en lainmunoterapia pa-
siva de determinados tipos de neo-
plasias gástricas, lo que avala la po-
sibilidad de la exploración terapéu-
tica de las mucosas con estas molé-
culas."

Con respecto a la utilización de
estos anticuerpos para el segui-
miento del estado de la respuesta in-
mune (segmentos humorales y ce-
lulares) existen expectativas avala-
das por una interferencia mínima
en el método analítico emplea-
do,' 5,5.3' fenómeno que responde a la
falta de afinidad por receptores Fe
y del complemento, lo cual eviden-
cia, además, muy escasos elemen-
tos de reactividad cruzada con la
IgG de mamíferos .l • 7, '2.75

Estos anticuerpos pueden ser
usados en sistemas de inmunode-
tección con sueros de mamíferos
con una interferencia mínima .
Existen reportes de su empleo uni-
versal en la inmunoquímica desde
métodos de primera generación
como inmunoprecipitación y hema-
glutinación, hasta los sistemas de
radioinmunoanálisis (RIA), inmu-
noenzimáticos (ELISA) e inmuno-
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transferencia (Western-blot), 1,21,39.72,75

por la capacidad que poseen estas
moléculas de estar glicosiladas, lo
que permite su conjugación con
fosfatasa alcalina y biotina74 y la de-
tección de proteínas valiosas muy
conservadas como : activina A,76
TGF B,?7 HSP 70.78 antígenos bacte-
rianos, cathepsina D,79 entre otros .
Se conoce también el empleo de sis-
temas de detección de contaminan-
tes de proteína A y G en la valida-
ción de procesos de purificación in-
dustrial con el uso de estas molécu-
las, 89-82

Existen pocos reportes sobre el
empleo del sobrenadante de yemas
delipidado en técnicas de precipita-
ción y aglutinación .' Según la cla-
sificación de los productores de an-
ticuerpos para inmunodiagnóstico,
estos reactivos pueden constituir lo
que se denomina un grado econó-
mico, cuyo destino de empleo po-
drían ser las técnicas de primera ge-
neración antes mencionadas, ya que
poseen condiciones de control me-
nos estrictas, pues no necesitan una
gran purificación ni concentraciones
muy definidas de las proteínas que
posee ."

Entorno económico

aves es el 2 % del total registrado,
lo que evidencia la no familiariza-
ción de los productores de estos re-
activos con el biomodelo y las ven-
tajas que ofrece .e 8.85 No obstante,
existen desventajas asociadas al
empleo de los anticuerpos IgY ta-
les como la falta de afinidad a pro-
teína A y G disponibles comercial-
mente, la no normalización de mé-
todos de aislamiento y purificación
de anticuerpos a partir de la yema
comparable en cuanto a rendimien-
to y pureza, escalables desde el pun-
to de vista productivo con un bajo
costo y la relativa baja precipitación
de estos anticuerpos que limita su
uso en sistemas de diagnóstico au-
tomatizados . 1

obtención es muy asequible y sus
costos de producción muy baratos .
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En la pasada década, sólo la
Sigma Co. Ltd . de los Estados Uni-
das suministraba escasos reactivas
relacionados con la IgY utilizables
para el estudio de estas inmunoglo-
bulinas como los antisueros IgG
anti-IgY para su uso en inmunodi-
fusiones radiales, e IgG (anti-IgY)
obtenidas en suero de conejo con-
jugada a fosfatasa alcalina . 59

Hoy, se observa un incremento
de productos relacionados con esa
fuente en el mercado de firmas de
prestigio internacional como la Cor-
poración Promega (USA), Spectral
Diagnostic (Canadá), Willmar
Poultry Co. (USA), Stolle Research
and Development Co. (USA), NKK .
Co. (Japón), OEM Concepts Inc .
(USA) y Charles River Ltd. (USA) .

En la actualidad, existe un gru-
po considerable de productos en el
mercado, que avalan su utilización,
entre los que pueden citarse los sis-
temas de purificación de IgY, IgY
como inmunoglobulina control,
conjugados anti-IgY-fosfatasa alca-
lina, peroxidasa, anti-IgY inmovili-
zada, IgY anti-Il-2R cg, anti-MCAF,
además de un número de policlona-
les contra neurotrofinas y factores
neurotróficos murinos y huma-
nos 58.

En el momento actual, la produc-
ción de anticuerpos policlonales en
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CONCLUSIONES

Es obvio que la tecnología de
producción de anticuerpos policlo-
nales a partir de yemas de huevo de
aves de corral inmunizadas, consti-
tuye una revolución en este campo,
siendo estratégica la sustitución es-
calonada por ellos de muchos reac-
tivos que hoy se producen a partir
de mamíferos gracias a la elevada
especificidad que ofrecen, especial-
mente, en sistemas de detección en
que intervengan sueros de mamí-
feros, así como para la determina-
ción de proteínas muy conservadas
de importante valor en el diagnós-
tico y seguimiento de diversas pa-
tologías humanas, específicamente
relacionadas con el Sistema Nervio-
so Central.

Los anticuerpos de yema de hue-
vo pueden constituir sustitutos no-
vedosos en las tecnologías de pro-
ducción de sueros antiglobulinicos
humanos obtenidos de mamíferos
que aunque tienen bien sentadas
bases resultan tediosos y costosos .
En la terapéutica constituyen herra-
mientas de gran ayuda específica-
mente para el tratamiento de enfer-
medades microbianas y parasitarias
del tracto digestivo. Estos anticuer-
pos por su modo de obtención, cons-
tituyen una alternativa para la pro-
ducción de anticuerpos policlonales
que armonizan con las regulaciones
internacionales de cuidado y em-
pleo de los animales de laboratorio,
además por su forma de obtención
en la actualidad constituyen reacti-
vos muy nobles que pueden ser uti-
lizados sin riesgo alguno para los re-
ceptores al igual que los subproduc-
tos que se obtienen en las diversas
etapas de producción . Todas estas
cualidades los hacen competitiva-
mente muy superiores, si se tiene
en cuenta además, que su fuente de
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