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Produccion y purificacion
de anticuerpos aviares
(1gYs) a partir de cuerpos
de inclusion de una
proteina recombinante
central en el metabolismo
del NAD*

Production and
purification of avian
antibodies (IgYs) from
inclusion bodies of a
recombinant protein
central in NAD*
metabolism

Producao e purificacao de
anticorpos aviarios (1gYs)
empregando os corpos de
inclusao de uma proteina
recombinante importante
para o metabolismo do
NAD*

Resumen

Abstract

Resumo

El uso de gallinas para la produccion

de anticuerpos policlonales reduce la
manipulaciéon animal, obteniendo ademas
una gran cantidad de anticuerpos. Las aves
presentan mayor distancia filogenética entre
sus antigenos y los de mamiferos lo que ofrece
altos porcentajes de anticuerpos especificos.
La produccion de anticuerpos requiere
antigenos en cantidades considerables;

por ello es creciente el uso de proteinas
recombinantes para tales fines. No obstante,
la obtencién de proteinas en sistemas
heter6logos conduce frecuentemente a la
precipitacion en agregados insolubles de
limitada utilidad (cuerpos de inclusion).

Se presenta una metodologia para la
produccién de anticuerpos policlonales (IgYs)
empleando cuerpos de inclusién (CI) como
antigeno. Los CI purificados e inoculados
corresponden a la Nicotinamida/Nicotinato
Mononucleotido Adenililtranferasa
(His-GiNMNAT) de Giardia intestinalis
expresada en Escherichia coli. La purificacién
del antigeno se llevo a cabo mediante
solubilizacién y renaturalizacion. Los
anticuerpos se purificaron de la yema de
huevo de gallinas imunizadas mediante
dilucién en agua, seguida de precipitacion
con sulfato de amonio al 60% y afinidad
tiofilica. Los anticuerpos fueron evaluados
mediante inmunoblot empleando la proteina
His-GiNMNAT. De una yema de huevo se
obtuvieron 14,4 mg de IgYs, con alta pureza
y con un reconocimiento de hasta 15 ng de
His-GINMNAT. Se mejoro la especificidad de

In contrast with other animal models, the use
of hens for polyclonal antibodies production
not only reduces animal intervention, but
also increases the quantity of the obtained
immunoglobulins. The phylogenetic distance
between birds and mammals, leads to

more specific avian antibodies than their
mammalian counterparts. Since a large
amount of antigen is required for avian
antibody production, the use of recombinant
proteins for this procedure has been growing
faster over the last years. Nevertheless,
recombinant protein production through
heterologous systems, frequently leads

to the formation of insoluble and useless
aggregates (inclusion bodies, IC). This
article presents a strategy to produce avian
polyclonal antibodies (IgYs) from IC. In
order to obtain the antigen, the Giardia
intestinalis nicotinamide mononucleotide
adenylyltransferase recombinant protein
(His-GiNMNAT) was expressed in
Escherichia coli. The His-GiNMNAT protein
was purified through IC solubilization and
re-folding. The purified protein was use

to immunize hens. The antibodies were
purified from egg yolk by water dilution,
followed by ammonium sulfate precipitation
and thiophilic affinity chromatography.
Specificity of the purified antibodies was
tested against the His-GiNMNAT protein
through Western blot essays. In terms of
yield, 14.4 mg of highly pure IgY's were
obtained from one egg yolk; these antibodies
were able to detect 15 ng of antigen. IgY's
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A utilizagdo de galinhas para a produgéo de
anticorpos policlonais, diminui a intervengdo
sobre o animal e permite a geragao de
grandes quantidades de anticorpos. As aves
tém maior distancia filogenética entre os seus
antigenos em comparagdo com os mamiferos,
oferecendo altos porcentagens de anticorpos
especificos. A produgio de anticorpos
requerem quantidades consideraveis de
antigénio, por conseguinte, ¢ comum a
utilizagdo de proteinas recombinantes para
esta finalidade. No entanto, a produgédo de
proteinas em sistemas heterélogos muitas
vezes leva a precipitagdo em agregados
insolaveis de utilidade limitada (corpos de
inclusdo).

Este trabalho apresenta uma metodologia
para a produgao de anticorpos policlonais,
utilizando proteina recombinante a partir
de corpos de inclusdo. O antigeno utilizado
foi a proteina Nicotinamida / Nicotinato
Mononucledtido Adenililtranferasa de
Giardia intestinalis gerada em Escherichia coli
(His-GiNMNAT). A purificagao do antigénio
foi feita por solubilizaao e renaturalizago.
Os anticorpos foram purificados a partir da
gema de ovo de galinhas imunizadas pelo
método de diluigdo em dgua, seguido de
precipita¢do com sulfato de amonio (60%)

e afinidade tiofilica. Os anticorpos foram
avaliados por imunoblot utilizando a proteina
His-GiNMNAT. De uma gema de ovo foram
obtidos 14,4 mg de IgYs com pureza elevada.
Estes anticorpos podem reconhecer até 15

ng de His-GINMNAT. A especificidade dos
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los IgY's mediante una purificacién adicional
por afinidad al antigeno, lo cual permitiria su
empleo para el reconocimiento de la proteina
del parasito.

specificity was improved by means of
antigen affinity purification, allowing its
implementation for endogenous detection of
GiNMNAT protein in G. intestinalis.

IgYss foi reforcada por outra purificagdo por
afinidade pelo antigénio. Isto ird permitir

a sua utilizacdo para o reconhecimento da
proteina do parasita.

Palabras clave: anticuerpos, IgYs, cuerpos
de inclusion (CI), Giardia intestinalis, NAD*,
NMNAT.

Keywords: Antibodies, IgYs, inclusion
bodies, Giardia intestinalis, NAD*, NMNAT.
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Introduccion

Los PROTOZOOS DEL GENERO Giardia son considerados modelos biolo-
gicos de gran interés en razén a su posicién evolutiva basal, metabolis-
mo reducido y simplicidad estructural. Son pardsitos de mamiferos que
constituyen un problema de salud puablica, humana y veterinaria a nivel
mundial (1). Giardia intestinalis es un eucariota ancestral con vias me-
tabolicas simplificadas, similares a las procariotas, muchas de las cuales
permanecen sin ser dilucidadas.

El Dinucleétido de Nicotinamida y Adenina (NAD*) en sus diversas
formas (NAD*, NADH, NADP*, NADPH") tiene un rol fundamental
como cofactor de 6xido-reductasas, tanto en reacciones catabolicas,
como en procesos anabdlicos (2-4). Adicionalmente, en la ltima déca-
da se ha acumulado evidencia sobre el papel del NAD* como sustrato
para la modificacion covalente de proteinas y la generacion de movili-
zadores de calcio (3, 5, 6).

Teniendo en cuenta la multifuncionalidad del NAD*, muchos pro-
cesos celulares son regulados mediante las rutas de sintesis y consumo
de esta molécula, siendo su sintesis indispensable para la viabilidad ce-
lular (7,8). En organismos como Giardia, el estudio de este tipo de vias
centrales es un punto clave para evaluar la divergencia de la maquina-
ria celular ya que al estudiar el metabolismo energético en organismos
basales, se puede tener una mejor comprension de estos procesos en
organismos mds complejos (9).

El transcriptoma de Giardia intestinalis reporta dos secuencias can-
didatas para la Nicotinamida / Nicotinato Mononucleétido Adenilil-
transferasa (GINMNAT), enzima central en la sintesis del NAD", ya que
constituye el punto de convergencia entre las vias de sintesis conocidas
para esta molécula (10). En trabajos realizados previamente, ambas se-
cuencias fueron evaluadas en sistemas heterdlogos mediante el uso de
proteinas recombinantes, obteniéndose la primera evidencia de la ex-
presion a nivel proteico de ambas isoenzimas; ensayos adicionales han
permitido confirmar ambos candidatos como enzimas activas in vitro
(11-13).

La produccién de proteinas recombinantes conduce frecuentemente
a la formacion de cuerpos de inclusion que se definen como agregados
insolubles compuestos casi exclusivamente por proteina recombinan-
te en diferentes estados de plegamiento (14). Los cuerpos de inclusion
se consideran un efecto no deseado en ensayos funcionales debido a la
pérdida de la estructura nativa; algunas veces, las proteinas pueden ser
recuperadas a través de solubilizacion en agentes denaturantes, seguida
de renaturalizacion. A pesar de la pérdida de la estructura tridimensio-
nal, la estructura primaria no se ve alterada y esto permite su empleo
como un excelente antigeno para el desarrollo de anticuerpos.

En el presente trabajo se realizé la produccién de anticuerpos poli-
clonales contra una de las isoenzimas de Giardia intestinalis empleando
modelos aviares. Los anticuerpos policlonales constituyen herramientas
de gran interés en la investigacion cientifica; por tanto, hoy en dia se
hace mas exigente, no so6lo su calidad, sino también la metodologia em-
pleada para su produccion. Tanto en la sangre como en la yema de hue-
vo de las aves se acumula una inmunoglobulina G homologa, conocida
como IgY. Estas inmunoglobulinas son transferidas desde el sistema cir-

culatorio de la gallina a través del oolema hacia el ovocito en desarrollo
en el foliculo ovérico. Se producen entre 70 y 100 mg de IgY de acuerdo
al tamafio del huevo, siendo una fuente abundante de anticuerpos po-
liclonales que pueden ser adquiridos a partir de huevos obtenidos de
gallinas inmunizadas sin involucrar la muerte del animal (15-20). En
este trabajo se presenta la obtencion, purificacion y caracterizacion de
anticuerpos IgY contra una de las isoenzimas GINMNAT obtenida a
partir de cuerpos de inclusion.

Materiales y métodos

Obtencion del antigeno

La proteina recombinante His-GINMNAT se obtuvo a partir del clon
de expresion BL21 (DE3) - transformado con el vector pET100D-TO-
PO/ginmnat; un pre-indculo de las células crecié a 37 °C durante toda
la noche en medio Luria Bertani (AMRESCO®) suplementado con 100
pg/ml de ampicilina (Genfar®). Posteriormente se realizé una dilucién
1/100 del pre-indculo en medio Luria Bertani (AMRESCO®) y se llevd
a cabo la induccién a la OD, =~ 0,6 empleando Isopropil-tio-glacto-
pirandsido (IPTG) (Fermentas®) a una concentracién final de 1mM,
de acuerdo a condiciones experimentales estandarizadas previamente
(11-12, 15). Las células fueron colectadas por centrifugacién a 6000
rpm durante 10 min; los lisados se obtuvieron mediante el tratamiento
de las células con lisozima (1 pg/ml) y la maceracion de los mismos se
realizé bajo nitrogeno liquido. La separacion de fracciones proteicas
solubles e insolubles (cuerpos de inclusién, CI) se llevo a cabo median-
te centrifugacion de los lisados celulares obtenidos a 12000 rpm por
30 min.

La purificacién de la proteina se realiz6 mediante homogeneiza-
cién de la fraccion insoluble en solucion de lavado 1 (urea 2M, Tris/
HCI 100 mM pH 7, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, Tritén X-100 2% p/v)
Triton X-100) y posterior centrifugacion a 12000 rpm durante 30 min a
4 °C. Para retirar el exceso de urea y detergente, el precipitado resultante
se homogeneizd en una solucién de lavado 2 (Tris/HCI 100 mM pH 7,
EDTA 5 mM, DTT 5 mM). El precipitado obtenido se homogeneizo
en buffer de re-suspension (hidrocloruro de guanidina 8 M, tris/HCI
50 mM pH 7, EDTA 5 mM, DTT 5 mM) vy se centrifugé a 14000 rpm
durante 1 hora (h) a 4 °C; de alli se separaron las fracciones solubiliza-
das de las insolubles (16). Las fracciones solubilizadas se sometieron a
proceso de dialisis. Las muestras obtenidas durante el proceso de purifi-
cacion se analizaron mediante SDS-PAGE.

Cuantificacion de proteinas

Se determind la cantidad de proteina antigénica total mediante un mé-
todo semi-cuantitativo (densitometria en gel). Se tomaron diferentes
volumenes (5, 10 y 15 pul) de la proteina antigeno (His-GiINMNAT) y
se prepararon para SDS PAGE 12%. La tincion de las bandas obtenidas
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Tabla1. Esquema de inoculacién de las gallinas para la obtencién de los anticuerpos aviares.

His-GNMNAT Control
Dia 0 30 60 0 30 60
Completo Incompleto Incompleto Completo Incompleto Incompleto
Adyuvante 150 pl 150 150 ul 150 ul 150 pl 150
Antigeno (ug) 150 150 150 --- --- -
Volumen inyectado (ul) ~300 ul ~300 pl ~300 ul ~300 ul ~300 ul ~300 pl

se realizd con azul de Coomassie 0,1% R-250. Los valores de érea e
intensidad de las bandas de interés en el gel obtenido se midieron en
el densitémetro de andlisis molecular (BioRad) empleando el software
IMAGE]J (18). Estos valores fueron interpolados de la curva estdndar
realizada con 0,5, 2 y 4 pg de BSA (Suero de Albimina Bovina, Sigma,
MO, USA).

Las anticuerpos aviares (IgY) se sometieron a cuantificacion de pro-
teina total por el método de Bradford, empleando BSA en diferentes
concentraciones como patrén para la curva de calibracién espectrofo-
tométrica.

Produccion de anticuerpos policlonales

Esquema de inmunizacion aviar y recoleccion de huevos

Se emplearon gallinas Babcock Brown de 19 semanas de edad (tres por
tratamiento). Se realizaron inoculaciones intramusculares con antigeno
His-GiNMNAT vy un control sin antigeno (Tabla 1). Se recogieron 72
huevos de cada gallina. Adicionalmente, para analizar los IgY plasma-
ticos, al cabo de un mes de inoculacién se tomaron muestras de sangre
de las aves.

Purificacion de los anticuerpos obtenidos

Deslipidacion de las yemas de los huevos recolectados

Se empled el método descrito por Akita y Nakai (19); se extrajo la yema
retirando la clara y se solubilizd en 9 volumenes de agua destilada; el
pH de la solucién se equilibré en 5,0. Se someti6 la soluciéon a 16 h de
agitacion a 4 °C'y se centrifugd a 8000 x g durante 30 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se conservo a -80 °C. 2 ml del sobrenadante se sometieron
a precipitacion con sulfato de amonio (60%). El precipitado se solubilizd
en 2 ml de PBS para posteriormente realizar analisis de ELISA y deter-
minar las yemas con mayor contenido de IgYs.

Cromatogrdfia tiofilica
A partir de los huevos que contenian la mayor cantidad de IgY, se reali-
z0 la purificacién de los mismos mediante métodos de afinidad (1). Se
adicionaron 87 mg de sulfato de sodio por cada mililitro de solucién a la
muestra. Se dializo a 4 °C toda la noche, se centrifugd dos veces a 10000
x g durante 30 min, se filtr6 tres veces utilizando membranas de 0,45
pum. Se utilizé el kit Pierce® Thiophilic Adsorbent, equilibrando la co-
lumna con 24 ml de buffer de unién (sulfato de potasio 0,5 M, fosfato de
sodio 50 mM, azida de sodio 0,05%, pH 8,0). A continuacion se aplicd
la muestra y se recogieron fracciones de 2 ml monitorizadas a 280 nm,
eliminando las proteinas no unidas mediante lavados con el buffer de
union. Las inmunoglobulinas se eluyeron, utilizando 24 ml de buffer de
elucion (fosfato de sodio 50 mM, azida de sodio 0,05%, pH 8,0).

Las fracciones obtenidas mediante ELISA y las IgYs eluidas se alma-
cenaron con glicerol 10% (V/V) a 4 °C (20). El procedimiento completo
de purificacién de IgY se visualiza mediante SDS-PAGE al 12%.

Obtencion de IgYs a partir de sangre de gallina

La sangre obtenida de la vena alar de las aves experimentales fue incu-
bada a 37 °C 30 min y posteriormente centrifugada. El suero resultante
fue suplementado con glicerol al 10% (v/v). Las muestras se conserva-
ron a -20 °C para posteriores ensayos.

Purificacion de anticuerpos IgY-aGiNMNAT por afinidad

al antigeno

1mg de la proteina recombinante antigénica fue cargada en SDS-PAGE
al 12% vy transferida a una membrana de nitrocelulosa. La banda co-
rrespondiente a la His-GiNMNAT (31 kDa.) fue evidenciada mediante
tincion con solucion de Ponceau S. (Sigma) y fue cortada y pre tratada
con una solucién de glicina 100 mM pH 2,5 por 10 min. Posteriormen-
te fue lavada durante 5 min con 100 ul de amortiguador Tris salino
(TBS) (50 mM de Tris, 150 mM NaCl); luego las membranas fueron
bloqueadas con TBS suplementando leche descremada al 5%, durante
1 h a temperatura ambiente y lavadas tres veces con TBS. Posterior-
mente las membranas fueron sumergidas en una alicuota de 100 pl del
anticuerpo puro durante 18 horas a 4 °C bajo agitacién. El anticuerpo
IgY-aGiNMNAT purificado se eluy¢ al incubar la membrana con 100
ul de una solucién de glicina 100 mM pH 2,5 durante dos minutos.
Seguidamente, el anticuerpo eluido se neutralizé de la solucién adi-
cionando 10 pl de Tris HCI 2M pH 8,5. La elucién se repiti6 tres veces
y se obtuvo un volumen final de 300 ul llegando a una concentracién
final de 150 mM Tris HCL. Los anticuerpos IgY-aGiNMNAT puros y
eluidos se cuantificaron mediante un ensayo de Bradford (15).

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Se realizaron ELISAs indirectos segtin procedimientos estandar (20,21).
Se emplearon placas de 96 pozos activadas con 10 ng de la proteina
recombinante His-GINMNAT; las IgYs a evaluar fueron empleadas en
dilucién 1:100 en PBS. Como anticuerpo secundario se emple6 IgG
de burro anti IgY acoplado a peroxidasa (diluciéon 1:100000, Sigma
Aldrich), utilizando como sustrato o-fenildiamina dihidrocloridrato
(OPD) (Thermo Scientific) a una concentracién de 0,4 mg/ml. Luego
de 30 min de reaccion, las placas se midieron a una densidad dptica
de 490 nm para evidenciar la reaccion colorimétrica producida por el
sustrato OPD.

Inmunodeteccion mediante inmunoblot

Con el objeto de evaluar los anticuerpos obtenidos, se realizaron ensayos
de reconocimiento sobre proteina recombinante en membranas de nitro-
celulosa (Thermo Scientific). Para ello, se sembraron diferentes concen-
traciones del antigeno en geles discontinuos SDS-PAGE al 12%, seguido
del proceso de electrotransferencia y bloqueo de inespecificidades con
TBS leche descremada al 5%. El reconocimiento se llevé a cabo mediante
imunodeteccion empleando las IgYs obtenidas como anticuerpo prima-
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rio; como anticuerpo secundario se utilizo IgG de burro anti IgY (Sigma)
MooN L S s 2 13 DS DS mediante el sistema de revelado de peroxidasa de rdbano con los sustratos
: cloronaftol y perdxido al 4% segun lo reportado (19).

Resultados y discusion

Como primer paso para la generacion de anticuerpos policlonales es
indispensable tener una gran cantidad de antigeno con un alto grado
de pureza. En trabajos previos se determind que la mayor cantidad de
proteina recombinante His-GiNMNAT, expresada en Escherichia coli,
se acumula en los cuerpos de inclusion (12, 13). Obtener proteinas en
forma de cuerpos de inclusion es desventajoso para el estudio bioldgico
de las mismas; sin embargo, estos resultan bastante utiles para la obten-
cién de altas cantidades de proteina, uno de los requisitos que deben
tener los antigenos a ser inoculados para la produccion de anticuerpos
en cualquier sistema por lo que se escogio esta fraccion como fuente del

Figura 1. Expresiény purificacion del antigeno (His-GINMNAT) a partir de los cuerpos de antigeno (14).
inclusion de . coli BL21. M: marcador de bajo peso molecular (kDa); NI: bacterias La purificacion de la proteina se llevé a cabo en tres pasos bdsicos:
no inducidas; I: bacterias inducidas; : fraccién soluble; IS: fraccién insoluble lavado, solubilizacién y renaturalizacién (13, 15). El curso de la purifi-
(cuerpos de inclusion); L1: primer lavado; L2: segundo lavado; L3: tercer lavado; cacién se pudo visualizar mediante SDS PAGE (Figura 1). Se obtuvo una
DS: fraccion soluble didlisis; DIS: fraccién insoluble didlisis. SDS PAGE 12% tefiido purificacién parcial de la proteina (Figura 1 DIS), la cual en su mayo-
en Coomassie R-250 His-GiNMNAT. ria se encuentra en la fraccidn insoluble de la purificacion, teniendo en

Figura 2. Cuantificacién por

o o densitometria en gel SDS PAGE
His-GINMNAT BSA de la proteina His-GINMNAT
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M purificada. a. Gel SDS PAGE

12%: M: marcador de bajo peso
molecular (kDa); 1: GINMNAT

66 | - e | (0,125 pl); 2: GINMNAT (0,25 pl);
5| oo v L e e . 3: por densitometria GINMNAT
o (0,5 pl); 4: BSA (2 pg/pl); 5: BSA
36| -~ e 3 (4 pg/pl); 6: BSA (6 pg/l); 7:
25 | S — — — - 25 BSA (8 pg/pl); 8: BSA (10 pg/pl)
%[~ - 24 tefiido en Coomassie R. b. Tabla
2 I 2 de datos densitométricos (18).

-

S e T Dol g
PAGE

1 His-GiINMNAT-A (1 pl) 2711,849 7,15 31,55 0,63

2 His-GiINMNAT-A (2 pl) 4463,506 11,76 51,93 1,04

3 His-GiINMNAT-A (3 pl) 6449,163 16,99 75,03 1,50

4 BSA 500 ng/ul 3286,506 8,66 38,24 0,76

5 BSA 1 pg/ul 5978,335 15,75 69,56 1,39

6 BSA 1,5 ug/ul 6466,506 17,04 75,24 1,50

7 BSA 2 pg/ul 8595,042 22,65 81,24 2,00

8 BSA 2,5 ug/ul 10723,578 28 100 2,50
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Figura 3. Electroforesis de la deslipidacion de la yema. M: marcador de bajo peso molécular
(kDa); 1: proteinas totales de la yema; 2: proteinas hidrosolubles de la yema; 3:
sobrenadante luego de la precipitacion con sulfato de amonio; 4: precipitado con
sulfato de amonio; 5: proteinas precipitadas solubilizadas en PBS; 6: proteinas
finales luego de la didlisis en PBS diluido 100 veces. SDS PAGE 12%. Azul de
Coomassie. * Cadenas pesada y liviana de las IgYs.

cuenta lo anterior se cuantifico a través de densitometria en gel como se
describié previamente, obteniéndose 1,26 mg de His-GiNMNAT a una
concentracion 630 ng/ul (Figura 2).

Los anticuerpos IgY de las gallinas son transferidos desde el suero du-
rante la maduracion de la yema en el oviducto por un mecanismo similar
a la transferencia placentaria que ocurre en mamiferos; alli se almacenan
en grandes proporciones como un mecanismo de proteccion al embrion

(14, 16). Ya que es posible mantener IgY activos en la yema de huevo por
varios meses si se sigue una inmunizacion periddica se recolectaron la
mayor cantidad de huevos posibles durante dos meses (24).

La yema de huevo se compone fundamentalmente de granulos for-
mados por fosfovitinas y lipoproteinas, dispersas en una fraccién solu-
ble que contiene livetinas y LDL (23-25). Inicialmente la separacion por
solubilidad, mediante dilucién en agua de la yema a pH 5,0, facilit6 la
aglomeracion de los granulos lipidicos insolubles (deslipidacién) (25),
favoreciendo su posterior separacion de las proteinas del plasma, entre
ellas las livetinas (de 45 kDa dentro de las cuales se encuentran las IgYs)
mediante centrifugacion o filtracién (26); ello permiti6 la aparicion de
sobrenadantes traslucidos. Puesto que las IgYs son proteinas solubles, es
posible recurrir a la precipitacion por salting out; en este caso la adiciéon
de sulfato de amonio a una saturacion del 60% ha mostrado ser éptima
para la separacion de las globulinas, favoreciendo un alto porcentaje de
recuperacion (= 89%) (Figura 3) (4, 16).

El proceso de purificacién por dilucién en agua para uno de los hue-
vos purificados, es seguido mediante SDS-PAGE (Figura 3). Al ajustar
el pH y centrifugar la yema es posible visualizar las livetinas (Figura 3
carril 2), en los carriles 4 y 5 se observa el pellet de proteinas luego de la
precipitacién con sulfato de amonio, donde se evidencia la presencia de
diversas globinas, la eficiencia de la precipitacion es clara al verificar la
ausencia de proteinas en la fraccion soluble resultante del tratamiento
con sulfato de amonio (carril 3). También se observa la desaparicion de
otras proteinas, junto con la concentracion de las IgYs conforme se lleva
a cabo la purificacion. En el carril 6 es de resaltar la presencia de dos
bandas de 30 y 65 kDa, que corresponden a los pesos moleculares es-
perados para las cadenas liviana y pesada de las inmunoglobulinas IgYs
reportados previamente. Es posible evidenciar también, dentro del per-
fil electroforético otras proteinas. La banda de 45 kDa presumiblemente
represente a las B-livetinas (proteinas similares a y-livetinas, compues-
tas principalmente de IgYs), que por su peso se cree que pertenezcan a
un grupo mas especifico, el de las a-2-glicoproteinas (24). Por su parte
la banda de 38 kDa se atribuye a la fraccién de a-fosvitinas (16, 24).

Control His-GiNMNAT-A

=
||||||I||| Al

Huevos colectados
&

1 ————

0,2 0,1 0,0 01

Determinacion de reaccion colorimétrica para el sustrato OPD (OD: 490nm)

0,2 0,3 04 05

Figura 4. Evaluacion de los niveles de IgY presentes en la fraccion soluble de las yemas de los huevos analizados mediante ELISA. Gris oscuro: muestras provenientes de la gallina inoculada
con adyuvante sin antigeno. Gris claro: muestras provenientes de la gallina inoculada con la His-GINMNAT. Eje X: determinacion de la reaccion colorimétrica para el sustrato OPD a

una densidad dptica de 490 nm (0D 490 nm); eje Y: nimero de huevos colectados.
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Figura 5. Purificacién de las IgYs mediante resina de afinidad tiofilica. Gris oscuro: densidad dptica de las fracciones obtenidas a 280 nm. Gris claro: densidad dptica de las fracciones

obtenidas a 490 nm (ELISA).

Los extractos obtenidos de las yemas colectadas después del proceso
de deslipidacion se evaluaron mediante ELISA con el objeto de identi-
ficar los huevos con mayor produccién de anticuerpos. En la Figura 4
se resumen los resultados del ensayo de ELISA de los huevos colectados
y procesados de ambos tratamientos (con y sin antigeno). A pesar de
la irregularidad de la respuesta inmune es posible visualizar picos de
mayor concentracion de IgYs, posteriores a las inoculaciones. La au-
sencia de una tendencia regular en los datos no es inesperada, ya que el
metabolismo de las aves se ve influenciado por condiciones fisiologicas
y ambientales que no es posible controlar, lo cual determina oscilacio-
nes en la produccion de inmunoglobulinas en los diferentes momentos
evaluados (22-27).

La respuesta inmune primaria al antigeno se caracteriza por produ-
cir anticuerpos de baja afinidad tras lo cual se generan células de me-
moria T y B (26-28). Gracias a la generacién de procesos de memoria
en el sistema inmune, en los refuerzos la presencia de una nueva esti-
mulacion antigénica genera una respuesta inmunoldgica mas rapida, lo
cual explica en parte el perfil obtenido (29). En la Figura 4 se pueden
evidenciar picos de alta concentracion de IgY; en este trabajo se esco-
gi6 el huevo identificado con el nimero 30 para llevar a cabo la purifi-
cacidn total posterior a la solubilizacién. La Figura 4 también permite
visualizar que la reaccion de reconocimiento de las proteinas solubles
obtenidas de la gallina inoculada (gris oscuro) es especifica por el anti-
geno ya que esta ausente en la gallina control inoculada solamente con
adyuvante (gris claro).

Luego de determinar los picos de mayor produccion de anticuerpos,
se procedid a la purificacion total de las IgY mediante cromatografia de
afinidad tiofilica (Figura 5). Para ello, la fraccion soluble del huevo 30
fue elegida por su elevado contenido de IgYs. La columna estd constitui-
da por esferas de agarosa quimicamente unidas a 2- mercaptoetanol, y a
su vez unidas a grupos divinilsulfona activados, que presentan una ele-
vada afinidad por las inmunoglobulinas en presencia de sales liotropicas
(14, 17). Algunos autores (14, 16) describen el mecanismo de accién
como la interaccion entre el grupo tiol del 2-mercaptoetanol con regio-
nes aromaticas de la proteina, principalmente residuos de triptéfano y
fenilalanina. No obstante, otros reportes refutan esta teoria y consideran
que el mecanismo de accion estd aun por determinar (17).

La Figura 5 muestra el perfil cromatografico de la purificacién por
columna de afinidad tiofilica. En las primeras fracciones se eluyen pro-
teinas que no presentan interaccion con la resina; luego de eliminarlas
se procede a la elucion, donde se da un efecto inmediato de disociacion
de las uniones especificas de las proteinas con la resina y un consecuente
aumento en la lectura a 280 nm (Figura 5). El pico mads alto correspon-
de a la fraccion obtenida en el momento de la aplicacién del buffer de

elucion (Figura 5, fraccion 40) la cual, al ser visualizada mediante SDS
PAGE (Figura 6 carril 5), muestra el patrén electroforético caracteristi-
co delas IgY (b andas de 30 y 65 kDa), por lo que se logra una adecuada
purificacién de IgYs mediante esta metodologia.

La fraccion 40 se empled en experimentos posteriores, asi como el
anticuerpo IgY de huevo. Para determinar la cantidad de proteina IgY
presente, se cuantificé una alicuota mediante el método de Bradford
como se describe en la metodologia. Se obtuvo una concentracién de
7,2 pg/ul, que equivale a un total de 14,4 mg de IgY para el huevo 30.
Esta cantidad se encuentra dentro de rango obtenido para IgY purifica-
das por dilucién en agua y cromatografia tiofilica para otros antigenos
(16) y para otros anticuerpos IgY purificados por esta metodologia (30).
Del total de IgYs obtenidas, se espera que entre un 2 a un 10% corres-

M 1 2 3 4 5 6

116
66 L e

- - 4
45 - B 2
35
| -
182 | — ¥
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144 | o ‘
Figura 6. Perfil electroforético de la purificacion de inmunoglobulinas aviares (IgYs)

empleando resina de afinidad tiofilica. M: marcador de bajo peso molecular
(kDa); 1: fraccidén 5 (proteinas no unidas); 2: fraccion 13 (proteinas no unidas);

3: fraccion 25 (proteinas no unidas); 4: fraccién 29 (proteinas no unidas); 5:
fraccion 40 (elucion de IgYs); 6: fraccion 35 (proteinas Eluidas). SDS-PAGE al 12%.
Coomassie R-250.
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Figura7. Evaluacion de IgY de huevo
mediante inmunoblot
empleando 500 ng de
proteina recombinante como &
antigeno. a. Gel SDS PAGE
12% M: marcador de bajo
peso molecular (kDa); 1. His-
GINMNAT 500 ng; 2. BSA 500 ng.
b. Western Blot. M: marcador de
bajo peso molecular (kDa);

1. His-GINMNAT / IgY 1:50;

2. His-GINMNAT / IgY 1:100;

3. His-GINMNAT / IgY 1:200;

4. His-GINMNAT / 1gY 1:500;

5. His-GINMNAT / IgY 1:1000;

6. BSA[500 ng/pl] / 1gY 1:50;

7. His-GiINMNAT / IgY 1:50 (no
ilustrado). Revelado mediante
el sistema peroxidasa de rdbano
(HRP).
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pondan a IgY especificas contra el antigeno inoculado (25). Asi, la me-
todologia empleada para la purificacion fue efectiva en la obtencion
de una gran cantidad de proteina IgY. La purificacion de IgY puede
llevarse a cabo mediante diversas metodologias; no obstante, para ga-
rantizar la eficiencia de un método, deben ser tenidos en cuenta tres
factores determinantes: cantidad, pureza y actividad bioldgica de las
inmunoglobulinas, ademas de los costos que involucre el proceso (16).
El procedimiento utilizado en el presente trabajo se puede considerar
como un método muy eficiente de obtenciéon de anticuerpos a partir
de la yema de huevo, considerando la relacion costo/beneficio.

IgY Huevo 1:50 IgY Sangre 1:500
M 1 2 3 1 2 3

116

66

45

35
T -—

25

18,2

14,4

Figura 8. Evaluacion de anticuerpos IgY sobre diferentes concentraciones de proteina
recombinante mediante inmunoblot: M: marcador de bajo peso molecular. 1.
15 ng His-GINMNAT-A; 2. 30 ng His-GiINMNAT-A; 3. 60 ng His-GINMNAT-A. IgY
huevo: titulo 1:50 e IgY sangre: 1:500. Revelado mediante el sistema peroxidasa
de rabano (HRP).

Evaluacion del titulo del IgY sobre la proteina recombinante

Para caracterizar el anticuerpo purificado se realiz6 la determinacion del
titulo mediante un ensayo de inmunoblot en el cual se empleé como an-
tigeno la proteina recombinante His-GiNMNAT (500 ng) purificada pre-
viamente desde los cuerpos de inclusion. La proteina para estos ensayos
corresponde a la misma empleada para la inmunizacién de las gallinas.
La Figura 7 muestra los resultados inmunoblot al usar diferentes titulos
del anticuerpo obtenido de huevo IgY-a-GINMNAT (1:1000 - 7,22 ng/
ul, 1:500 — 14,44 ng/pl, 1:200 - 36,10 ng/ul, 1:100 - 72,20 ng/ul y 1:50 -
144,40 ng/ul). Se evidencia reconocimiento de la proteina recombinante
de 31 kDa desde 1:1000. También es clara la ausencia de reconocimiento
de otras proteinas como BSA, que estaban presentes en las mismas canti-
dades y fueron tratadas con los mismos titulos, tanto como la ausencia de
reconocimiento de las IgY's purificadas de las gallinas no inoculadas con
el antigeno His-GiINMNAT empleando los mismos titulos.

Los titulos escogidos se probaron de acuerdo a ensayos estandariza-
dos previamente para otros anticuerpos aviares obtenidos y purificados
(16). Los titulos reportados para IgY varian de acuerdo con la cantidad
de antigeno, el método de purificacion utilizado y la cantidad de inocu-
laciones realizadas, por lo que no es posible comparar directamente el
titulo obtenido con los reportados (16). Sin embargo, el titulo del anti-
cuerpo obtenido concuerda con el registrado para antigenos similares
de parésitos como Leishmania spp. (16).

Las NMNAT son enzimas de baja expresion en algunos organis-
mos y/o tejidos celulares (3), por lo que es importante estandarizar el
reconocimiento de cantidades muy bajas de proteina recombinante. Se
realizé un ensayo de inmunoblot sobre diferentes cantidades de His-
GiNMNAT para determinar la cantidad minima capaz de ser recono-
cida por los anticuerpos obtenidos. Los resultados de este experimento
se muestran en la Figura 8. En adicién, se muestra la deteccién de la
proteina recombinante con una sefal fuerte, incluso sobre cantidades
tan reducidas como 15 ng. Se reconocen también algunas inespecifi-
cidades de mayor peso molecular la cuales corresponden a impurezas
del antigeno que contiene cantidades bajas de otras proteinas de E. coli
presentes en los cuerpos de inclusion; es de esperar que se produzcan
anticuerpos contra estas proteinas contaminantes y, por tanto, una de-
teccion de las mismas empleando concentraciones elevadas de anti-
cuerpos como en este ensayo.
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De manera paralela, un mes después de la segunda inoculacion, y
para tener una fuente adicional de IgYs, se decidié tomar una muestra
de sangre de 5 ml de la gallina de la cual se obtuvieron los huevos. Se
evalud el titulo del suero obtenido de forma similar a las IgYs de huevo
sobre proteina recombinante (resultados no mostrados), obteniéndose un
titulo de (1:500) para la deteccién de cantidades tan bajas como 15 ng
de proteina recombinante (Figura 8). Los IgYs obtenidos del suero son
igualmente eficientes en el reconocimiento de la proteina recombinante,
constituyendo una fuente adicional de anticuerpo. Las IgYs de séricas no
requieren una purificacion posterior pero su disponibilidad es limitada
debido a que se presentan en un volumen menor y su extraccién involu-
cra un proceso invasivo en el animal; ello fue contrario a lo observado en
la obtencion de IgYs de huevo.

El anticuerpo IgY-aGiNMNAT purificado mediante afinidad
sobre membranas de nitrocelulosa

Cuando el anticuerpo IgY se emplea en altas concentraciones detecta,
ademds de la proteina His-GiNMNAT de 31 kDa, una banda de alto peso
molecular (= 66 kDa); aprovechando la gran cantidad de anticuerpo IgY
de huevo disponible, se abord6 una estrategia adicional de purificacion
por afinidad al antigeno, previamente transferido e inmovilizado sobre
membranas de nitrocelulosa, como se describe en la metodologia. Los
anticuerpos asi purificados, fueron empleados para el reconocimiento
de la proteina recombinante por inmunoblot. La Figura 9 muestra la efi-
ciencia del proceso de purificacion en la eliminacion de reconocimiento
de proteinas inespecificas de alto peso molecular en comparacién con
el anticuerpo inicial previamente purificado por afinidad tiofilica en
titulo (1/50). Mediante el anterior proceso de purificacion se logré la
obtencién de un anticuerpo IgY-aGiNMNAT de alta especificidad por
la proteina recombinante His-GiNMNAT.

Este articulo describe una técnica para la obtencién y purificacién
de IgYs a partir yemas de huevo cuya utilidad es extensa, ya que permite
la obtencion grandes cantidades de anticuerpos que pueden ser emplea-
dos para estudios diversos. El hecho de que las aves se encuentren filo-
genéticamente mas distantes de los mamiferos hace ideal esta metodo-
logia para la obtencion de anticuerpos contra antigenos de mamiferos
sin lugar a reacciones cruzadas y con una alta especificidad. Ademas
evita reacciones indeseadas con el sistema complemento u otros com-
ponentes del sistema inmune (16). Teniendo en cuenta lo anterior, para
el caso particular de Giardia intestinalis —patogeno frecuente de mami-
feros como conejos o ratones—, sus antigenos no constituyen buenos
inmunogénos para la obtencién de anticuerpos en estos modelos. Por
ello es ventajoso para el estudio de la GINMNAT-A emplear modelos
aviares para la obtencién de anticuerpos especificos

La NMNAT esta presente en todos los organismos vivos conocidos
hasta el momento, ya que cataliza el paso clave de la sintesis del NAD+
(2). La obtencién de anticuerpos IgYs-aHis-GINMNAT-A descrita en
este articulo permitira desarrollar estudios funcionales y celulares detalla-
dos en Giardia intestinalis. Adicionalmente, los anticuerpos desarrollados
evidencian deteccion de proteinas NMNAT recombinantes obtenidas y
purificadas de otros protozoarios, pero no de alguna proveniente de ma-
miferos (resultados no mostrados), lo cual demuestra que la herramienta
inmunoldgica obtenida constituye una estrategia eficiente para el desa-
rrollo de estudios acerca de la sintesis del NAD+ en pardsitos protozoos.

Conclusion

IgY tiofilica IgY-a-His-GINMNAT
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Figura 9. Reconocimiento de las GINMNAT con anticuerpo IgY de huevo purificado
mediante cromatografia tiofilica y purificado adicionalmente por afinidad al
antigeno. M: marcador de bajo peso molecular (kDa); 1: His-GINMNAT (+), 2:
albuimina de suero bovino (BSA) (—). Inmunoblot revelado a través del sistema
peroxidasa de rabano (HRP).

ticuerpos policlonales. Ademas, pueden ser empleados como antigenos
eficientes para conseguir una alta produccién de anticuerpos, aprove-
chando un subproducto de la sobreexpresion de proteinas.

Se implementd y estandarizé un método para la produccion y pu-
rificacién de grandes cantidades de anticuerpos policlonales aviares
(IgYs), a partir de la yema de huevo y empleando cuerpos de inclusion
como antigeno. Se obtuvieron IgYs, tanto de yema de huevo como de
plasma sanguineo de las gallinas inoculadas, con capacidad para reco-
nocer la proteina recombinante His-GINMNAT. Adicionalmente, se
probd un método para mejorar la especificidad del anticuerpo median-
te una segunda purificacién por afinidad al antigeno inmovilizado en
membranas de nitrocelulosa, con la cual se obtuvo un reconocimiento
especifico de la proteina recombinante de 31 kDa.
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