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molécula semejante a un fragmento F(ab')2, por
lo cual se sugiere darle el nombre de IgY(DFc) y
se clasifica como una isoforma (18).

Los dominios Cv2 y Cv3 de las IgG de mamifero
tienen un alto grado de similitud con las regiones
Cv3 y Cv4 de las IgY, mientras que el dominio
correspondiente a Cv2 esta ausente (18,20). Se
cree que el dominio Cv2 de las IgY de los anfibios,
reptiles y aves fue condensado para formar la
region de la bisagra de las Ig en los vertebrados
superiores, otorgandole a la molécula la
caracteristica de flexibilidad de las Ig (20). En
consecuencia, la IgY carece de bisagra molecular,
pero a su vez, entre los dominios Cv1-Cv2 y Cv2-
Cv3, la IgY posee gran cantidad de residuos de
prolina y glicina que dan un suficiente grado de
flexibilidad a la molecula para la 6ptima realizacion
de sus funciones (24).

Obtencion de las IgY

Normalmente, para la produccion de suero
hiperinmune en mamiferos, se hacen inocula-
ciones periddicas con el antigeno y el adyuvante;
por ejemplo, cada semana durante uno a tres
meses. Adicionalmente, se deben hacer sangrias
para evaluar cualitativa y cuantitativamente el titulo
de anticuerpos especificos contra el antigeno, lo
que implica mayor trauma y estrés para el
huésped. Por ultimo, si se quiere obtener gran
cantidad de suero, se necesita sacrificar al animal
para recolectar toda la sangre por puncién
cardiaca.

La obtencién de Ac a partir de yemas de los huevos
de gallinas inmunizadas es un método menos
invasor que presenta una alternativa interesante a
los métodos convencionales de produccion, pues
omite las punciones intra-venosas necesarias para
extraer suero y evaluar el titulo de anticuerpos.
En este caso, la toma de muestras para el
seguimiento del titulo se limita a la simple, diaria
y continua recoleccién de los huevos de la gallina
inmunizada. La produccion de Ac a gran escala
en gallinas esta asociada, ademas, a ventajas de
tipo econdmico. Aunque una gallina tiene
aproximadamente el mismo costo de un conejo,
la primera representa mayor economia, ya que se
necesitan menos gallinas si se usan sus huevos
como fuente de Ac. Se ha demostrado que la
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cantidad de IgY especifica contra el antigeno de
interes, presente en las yemas producidas en un
mes, es 18 veces mayor que la IgG producida en
un conejo con una afinidad similar.

La literatura informa de varios métodos de
purificacién de anticuerpos IgY (2,10,11,13,14)} y
todos convergen en cuatro pasos fundamentales:
remocién total de la albumina, liberacién de la
yema de su membrana, extraccion de las
lipoproteinas y lipidos de la yema y aislamiento
de las inmunoglobulinas (IgY). Se han ensayado
muchos métodos, pero, en general, todos deben
cumplir con los requisitos de rendimiento, pureza,
conservacion de la actividad del anticuerpo y bajo
costo de los procedimientos utilizados.

Los dos primeros pasos son procesos fisicos que
solo requieren de una sencilla manipulacion para
conseguir la liberacion de la mayor cantidad de
yema libre de albumina. La yema de huevo esta
compuesta principalmente por granulos de
lipoproteinas y fosvitinas suspendidos en una
fraccion soluble de levitinas y lipoproteinas de baja
densidad (14,25). El tercer paso involucrado en la
metodologia es la separacion de las proteinas
(levitinas) de las lipoproteinas (lipovitelinas) y el
resto de lipidos de la yema mediante un método
de extraccion lipidica. Normalmente, se usa un
detergente o un solvente organico que solubilice
los lipidos y, a su vez, facilite la posterior
purificacion de las proteinas.

La optimizacion de la purificacién depende mucho
de la eleccion del método que se emplee para
evadir la molesta tendencia de las IgY a precipitar
junto conlos lipidos. Los trabajos informados usan
métodos simples o combinaciones de éstos, que
involucran mezclas con solventes organicos y
centrifugacion para eliminar los lipidos (5,13),
prolongados tiempos de centrifugacién a alta
velocidad (14,26), adicion de sulfato de dextran y
centrifugacion (11,26), tratamiento con suspen-
siones acuosas de ftalato de hidroxi-propil-metil
celulosa y etanol (27,28), remocidén de fosfo-
proteinas y lipoproteinas por precipitacion con 3%
de polietilenglicol y baja velocidad de centri-
fugacion, o por congelacion y descongelacion de
la yema diluida y larga centrifugacién a baja
velocidad y, luego, filtracion (10,29,28), o mediante



Biomédica 2000; 20:338-43

el uso de cromatografia de interaccién hidrofobica
(17). Para la purificacion de las IgY como tal, se
han usado tambien varios métodos: precipitacion
por tratamiento crioetandlico, polietilenglicol al
12% (2,26,28,30), adicion de sales como el sulfato
de dextran (14,26), el sulfato de sodio (31), el
sulfato de amonio (10,11), adicion de acido
caprilico, seguidos por centrifugacion o separacion
por tamafios mediante ultrafiltracion, filtracién en
gel (17) o separacion por cromatografia de inter-
cambio i6nico usando resinas anidnicas (29) y
también cromatografia de afinidad (32). Excepto
para las cromatografias, el principio de estos
métodos consiste en que el compuesto 'captura’
gran cantidad del agua del tampon, para dejar las
zonas hidrofébicas de las proteinas disponibles
para interactuar entre si, lo cual genera una
molécula compleja que facilmente se puede
precipitar.

Estudios comparativos en términos de rendimiento,
pureza, facilidad de uso e inmunoactividad entre
los diferentes métodos de extraccion de IgY o
combinaciones de ellos, dejan ver que ningun
procedimiento tiene efectos adversos sobre la
actividad de las IgY. Sin embargo, los procedi-
mientos mas populares son los de precipitacion,
quizas por el bajo costo. Debido al auge y a las
ventajas para el uso de las IgY, en la actualidad
se encuentran en el mercado reactivos
comerciales que logran procesos de purificacion
en corto tiempo y con alta pureza, hasta de 95%.

Algunas aplicaciones de las IgY

Las IgY se han aplicado en inmunodiagnostico,
investigacion e imnunoterapia. Un huevo contiene
entre 3 y 5 mg de IgY por cada mililitro de yema
(en total 70-100 mg de IgY total seglin el tamafo
del huevo). De ese total, de 2 a 10% es IgY
generado contra un antigeno especifico en gallinas
inmunizadas (3). Esta gran cantidad de Ac, muy
bien empacados y muy estables, facilita su
produccién y aplicacidn en la deteccién de
antigenos para diagnostico en medicina humana
y veterinaria, como también en produccion de
conjugados (14,28).

Por ejemplo, se han producido Ac contra proteinas
de mamiferos altamente conservadas y otras
moléculas como el factor inductor de hipoxia (5),
contra péptidos de la proteina MPT40 de
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Mycobacterium tuberculosis (33), contra la 1,25-
dihidroxivitamina D (31), la activina A, la prolactina
(11}, la subunidad alfa de los receptores de insulina
(34) y el antigeno celular nuclear de proliferacion,
normalmente poco antigenico (9). Las |gY como
primero o segundo anticuerpo, se han usado en
radioinmunoensayo e inmunoelectroforesis (14) y
como anticuerpo secundario en Westermn blots,
en citometria de flujo, inmunoprecipitacion y
ELISA. Adicionalmente, las IgY se usan frecuente-
mente en ensayos de deteccion del analogo al
antigeno presente en ofras especies, pues porla
distancia filogenética, é€stos reconocen mas
facilmente la misma proteina en diferentes
especies (28). Algunos ejemplos del uso de IgY
en inmunoterapia se han dirigido hacia la
proteccion de infecciones entéricas producidas por
bacterias (10,14,27). Se ha logrado prevenir la
morbilidad y mortalidad de cerdos neonatos,
administrando por via oral IgY contra proteinas de
la fimbria de Escherichia coli enterotoxigenica (30).
En otro estudio se usaron enjuagues bucales con
IgY anti-Streptococcus mutans, uno de los
principales agentes etiologicos de la caries, para
establecer inmunidad pasiva y proteger animales
de laboratorio de la aparicion de la enfermedad
(35). Anticuerpos IgY contra Porphyromonas
gingivalis también han sido producidos y
caracterizados con el animo de ser usados en
inmunodiagnostico de la enfermedad periodontal
(36).

Son de particular interés las recientes propuestas
para establecer la produccién de sueros
antiofidicos utilizando anticuerpos aviares. Carroll
y colaboradores (37) inmunizaron gallinas con
venenos de Crotalus y purificaron IgY antiveneno
con alto grado de rendimiento, pureza y potencia.
Estas caracteristicas y la inhabilidad de las Ig¥Y
para activar el complemento humano hacen de
estos anticuerpos una atractiva alternativa de
produccion de este tipo de biolégicos. Con
similares resultados, se obtuvieron IgY antivenenos
de Bothrops y Crotalus que bloquearon la actividad
hemolitica dependiente de fosfolipasa A2 y la
actividad hemorragica del veneno de Bothrops,
neutralizando eficazmente su letalidad (38).

En conclusion, las técnicas clasicas de
inmunoguimica e incluso la inmunoterapia, se
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estan beneficiando cada vez mas del uso de
anticuerpos obtenidos a partir de huevos de gallinas
inmunizadas, pues han demostrado ser un
excelente sustrato para su produccion tanto a
pequena como a gran escala. En un futuro no muy
lejano, las ventajas economicas y éticas pueden
dejar en el olvido al conejo, hasta ahora rey de los
policlonales.
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