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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las inmunoglobulinas séricas y la IgY de la yema de huevo
de nandd, a través de las técnicas de electroforesis en acetato de celulosa, electroforesis en gel de
poliacrilamida y Western-blot. Se estudiaron 19 fandues clinicamente sanos de 14 a 15 meses de
edad, provenientes un criadero de Balcarce, Argentina. La electroforesis en acetato de celulosa de los
sueros mostré la presencia de cuatro fracciones proteicas: albiimina, alfa, beta y gamma globulinas.
La concentracién de las gamma globulinas fue de 0,69 + 0,18 g/dl, con un rango de 0,42-1,05 g/dl.
La corrida electroforética de la IgY muestré que esta se ubica en la fraccién gammaglobulinica. La
electroforesis en gel de poliacrilamida evidencié, tanto en suero como en IgY purificada, dos bandas
proteicas con un peso molecular de aproximadamente 65 y 25 kD, compatibles con cadena pesada y
liviana de laIgY. Se produjo un anti-IgY en cabra, que reconocié la banda de aproximadamente 65 kD
en el Western-blot, tanto en el suero como en la IgY purificada. Este suero anti-IgY podria utilizase
como herramienta diagndstica para estudiar la circulacién de agentes causantes de enfermedades

infecciosas.
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SUMMARY

The aim of this work was to characterize the serum immunoglobulins and egg-yolk IgY from fiandd

(Rbea americana), by cellulose acetate electrophoresis, polyacrylamide gel electrophoresis and Western-

blot. Nineteen clinically-healthy birds, 14 to 15 month-old were studied, belonging to a farm placed

in Balcarce, Buenos Aires province, Argentina. Cellulose acetate electrophoresis showed that four

protein fractions were present in serum: albumin, alpha, beta and gammaglobulins. Gammaglobulin

concentration was 0.69 + 0.18 g/dl, with a range of 0.42-1.05 g/dl. Electrophoresis of IgY showed

that this immunoglobulin runs together with gammaglobulins. Polyacrylamide gel electrophoresis

showed two protein bands with an approximate molecular weight of 65 and 25 kD, compatible with

IgY heavy and light chain, that could be seen in serum as well as in purified IgY. A goat anti-fiandd

IgY was produced and utilized in a Western-blot, in which it recognized a 65 kD-protein band, both

in serum and in purified IgY. This anti-IgY could allow the development of diagnostic tools to study

the presence of the causative agents of infectious diseases in Rhea populations.

Key words: (Rhea americana), (electrophoresis), (SDS-PAGE), (Western-blot), (IgY).

INTRODUCCION

El Aandt comuan (Rhea americana) es un ave
no voladora (ratite) autéctona de Sudamérica.
En Argentina es una especie amenazada
segun la categorizacion del apéndice II de la
Convencién sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES II; accesible on-line en http://
www.cites.org). Durante los anos 80 y "90,
comenzé a desarrollarse su cria en cautiverio,
y en la actualidad se explota en diferentes
regiones de Argentina, Brasil, Chile y Uruguay?.
En la Argentina se estdn haciendo esfuerzos
por valorizar a esta especie como un recurso
sostenible, ya que sus productos (carne, aceite,
cuero y plumas) tienen demanda en mercados
en crecimiento como el de la Comunidad
Europea y Asia, tal como lo ha informado la
Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agriculturay la Alimentacién (FAO) en 19995,
La cria en cautiverio del nandu no sélo generaria
un beneficio econémico sostenido basado en
un recurso natural, sino también la ventaja
adicional de fomentar su conservacién?’. Para
poder realizar una cria racional de esta especie,
se hace necesario conocer sus drganos y sistemas
fisiolégicos, dentro de los cuales estd el sistema
inmune.

Las inmunoglobulinas constituyen uno
de los principales mecanismos de defensa
inmunolégica. En las aves se sintetizan
Inmunoglobulina M (IgM) e Inmunoglobulina
A (IgA) al igual que en los mamiferos y una tercera
inmunoglobulina llamada Inmunoglobulina Y
(IgY), que se asemeja a la Inmunoglobulina
G (IgG) de los mamiferos en su distribucién,
concentracién e importancia funcional: es
el anticuerpo mds abundante en el suero de
todas las aves estudiadas hasta el momento,
y se lo considera el principal anticuerpo de
defensa contra las infecciones sistémicas. La
IgY, a su vez, es la inmunoglobulina presente
en la yema de huevo y constituye la fuente
de anticuerpos que protege al pichén en los
primeros dias de vida’. Se transfiere al huevo a
través del epitelio folicular por un mecanismo
activo que probablemente esté mediado por
un receptor para la porcién Fc'’. A excepcién
del pollo y del pato, se conoce muy poco sobre
las inmunoglobulinas de las aves. En las ratites
existen escasos y parciales trabajos sobre el tema.
Cadman ez al*® separaron por cromatografia
dos fracciones del suero de cinco avestruces
homologables con la IgG e IgM de los mamiferos
y produjeron un suero especifico contra lo
que definieron como “IgG” del avestruz sin
que se haya podido encontrar menciones
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bibliogréficas de su utilizacién. Ramayo ez al.”
encontraron que no habia reactividad cruzada
entre anticuerpos comerciales anti-IgM, anti-
IgA y anti-IgY de pollo y las Igs del suero de
fiandt. Conrado et al* y Esteves Almeida ez al.°,
publicaron datos sobre el perfil electroforético
de nandtes estudiados en Brasil, mientras que
Uhart ez al** informaron las concentraciones de
globulinas totales halladas en el contexto de un
relevamiento sanitario realizado en la zona de
Entre Rios, Argentina.

El conocimiento de las inmunoglobulinas
de los mamiferos y de las especies domésticas
en general, ha permitido el desarrollo de
técnicas seroldgicas de diagnéstico que permiten
monitorear la presencia de enfermedades
inmunolégicas en una poblacién. Esta es
una deuda con especies de menor impacto
econémico como el nandd. Esto dificulta
la evaluacién de la funcionalidad de la rama
humoral del sistema inmune. Ademds, determina
que los relevamientos epidemiolédgicos que se
puedan llevar a cabo, sean hechos mediante
pruebas de seroneutralizacidén, inhibicién de la
hemoaglutinacién o ELISA competitivo, que
son costosas y de aplicacién limitada solo a
algunos patégenos.'>!7-202!

El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar las inmunoglobulinas del suero y
de la yema de huevo del fiandd, que incluyé la
produccién de un antisuero especifico para la
IgY. Esta anti-IgY de handt podria utilizarse para
desarrollar técnicas mds sencillas y econémicas
para el diagnéstico de enfermedades infecciosas
y parasitarias a través de la identificacién de la
respuesta inmune al patégeno.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se estudiaron diecinueve Aandues
clinicamente sanos de 14 a 15 meses de edad,
que aun no habian alcanzado la madurez sexual,
provenientes del criadero de fanddes Pampa
Cuyén (Balcarce, provincia de Buenos Aires). En
ese establecimiento los animales se mantienen
sobre pasturas de gramineas y leguminosas y se

les suministra un complemento diario de maiz
molido y extrusado-prensado de soja, mezclados
en una proporcién 4:1.

Muestras

Se obtuvieron muestras de suero a partir de
sangre sin anticoagulante, extraida por puncién
de la vena braquial del ala. Se obtuvo ademis la
yema de huevos de reciente postura.

Determinaciéon de la concentracién de
proteinas totales

El nivel de proteinas de cada suero se
determiné mediante el sistema Proti 2° (Wiener
Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este es
un método colorimétrico para la determinacién
de proteinas totales basado en la reactividad
de los puentes peptidicos proteicos con el ion
ctprico en un medio alcalino.

Purificacién de la IgY a partir de la yema de
huevo

La purificacién se realizé por precipitacién
con polietilenglicol 6000 (PEG 6000) siguiendo
la técnica descrita previamente's. El pellet
obtenido se resuspendié en PBS y se dializé
durante tres dias frente a PBS, a 4°C.

Caracterizacién de los sueros y de la IgY de
yema de huevo por electroforesis

Electroforesis en acetato de celulosa. Se realizé
segtin la técnica descrita previamente,' aplicando
una corriente de 150 Volt durante 45 minutos.
Las tiras se colorearon con una solucién de
negro amido B; los proteinogramas, con los
valores relativos (%) de cada fraccién proteica,
se obtuvieron por lectura densitométrica;
los valores absolutos (g/dl) se calcularon
relacionando el porcentaje de cada fraccién
con el dato de proteinas totales obtenido por
colorimetria.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Los sueros y la IgY se corrieron en
geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
reductoras, siguiendo la técnica ya descrita.’
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Produccién y evaluacién de anti-IgY

Produccién. A fin de obtener un antisuero
especifico, se inmunizé una cabra con la IgY
purificada por precipitacién con PEG 6000.
El inéculo consistié en 1 ml de suspensién
compuesto por partes iguales de IgY (150 pg
de proteina en PBS) y adyuvante (hidréxido
de aluminio y magnesio, Imject Alum®,
Pierce Protein Biology Products, Thermo
Scientific, Rockford, EEUU). Se realizaron tres
inoculaciones por via subcutdnea los dias 0, 14
y 28 y se efectuaron extracciones periédicas
para titular los anticuerpos. Se extrajo sangre
para la preparacién del antisuero a los quince
dias de la dltima inoculacién (semana 6 del
esquema de inmunizacién), momento en el
que se obtuvo un titulo satisfactorio. Todo el
procedimiento conté con la aprobacién del
Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la UBA.

A partir del suero obtenido la semana 6,
se purificaron las inmunoglobulinas totales
mediante dos precipitaciones consecutivas con
33% de sulfato de amonio, de acuerdo a la
técnica descrita previamente’. El precipitado se
resuspendié en PBS y se centrifugd en columnas
Amicon® Ultra, con membranas de un umbral de
fileracién de 100 kD (Ultracel® 100K, Millipore
Ltd., Cork, Irlanda). El concentrado obtenido se
sometié al proceso de diafiltracién, que consiste
en volver a resuspender y centrifugar para extraer
los residuos salinos de la preparacién proteica.
El grado de purificacién se determiné por
electroforesis en acetato de celulosa, siguiendo
el procedimiento ya descrito.

Evaluacion. El titulo de anticuerpos especificos
se determind por enzimoinmunoensayo (ELISA).
Brevemente, las placas de poliestireno (Microlon
Plate, Greiner Bio-One, Neuburg, Alemania) se
sensibilizaron con un poo/ de suero de fandues en
dilucién 1:100 en buffer carbonato-bicarbonato
pH 9,2 durante 1 ha 37 °Cy se bloquearon con
10 % de leche en polvo en PBS pH 7,2 durante
16 h a 4 °C. El anti-IgY se probé en dilucién
seriada en base 2; como segundo anticuerpo se
utilizé un anti-Igs de cabra producido en conejo,

conjugado con peroxidasa (Dako A/S, Glostrup,
Dinamarca) en dilucién 1:1000. La reaccién
se revelé con o-fenilendiamina (OPD; Sigma-
Aldrich, St. Louis, EEUU), se frené con 4cido
sulfirico 1 M y se ley6 en espectrofotémetro a
490 nm. El suero del dia 0, extraido previo a la
inmunizacién, se utilizé como control negativo.
El titulo se expresé como la inversa de la dilucién
del anti-IgY que arrojé una densidad éptica 6
veces mayor a la del control negativo.

Caracterizacién de los sueros y de la IgY de
yema de huevo por Western-blot

La técnica de inmunoblot (Western-
blot) se efectud de acuerdo a lo descrito en la
bibliografia.” Brevemente, los sueros de fiandies
y la IgY purificada se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 8 % en condiciones reductoras.
La transferencia se efectué a una membrana de
nitrocelulosa con un poro de 0,45 pm (Trans-
Blot® Transfer Medium, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, EEUU) durante 16 ha 65 Volty a4
°C. La membrana se bloqueé con leche en polvo
al 10 % en PBS. Como primer anticuerpo se
utilizé el anti-IgY diluido 1:500 y como segundo
anticuerpo, un anti-Igs de cabra producido en
conejo, conjugado con peroxidasa (Dako A/S)
a dilucién 1:1000, durante 1 h a 37 °C. La
reaccién se revelé con tetrahidroxicloruro de

3,3-diamino bencidina (DAB; Bio-Rad).

RESULTADOS

Electroforesis en acetato de celulosa

Las corridas electroforéticas de los sueros
mostraron la presencia de cuatro fracciones
proteicas: albimina, alfa, beta y gamma
globulinas. Las corridas electroforéticas de
dos sueros y sus respectivos proteinogramas se
muestran en la Figura 1. Los valores relativos
y absolutos de cada fraccién se presentan en la
Tabla 1, expresados como media aritmética y
desviacidn estdndar, y rango.

La corrida electroforética de la IgY purificada
muestré que esta se ubica en la fraccién gamma
globulinica (Figura 2).
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Valores relativos (%)3

Valores absolutos (g/dl) 2

Promedio *

Promedio *

Determinaciéon
Desvio Rango Desvio Rango
estindar estdndar
Proteinemia ! 4,53 + 0,63 3,17-5,35
Albtimina 42,80 + 3,59 34,40 - 47,50 1,94 + 0,33 1,44 - 2,48
Alfa-globulinas 24,95 + 4,46 16,20 - 32,10 1,13+ 0,27 0,68 - 1,53
Beta-globulinas 16,94 + 3,64 11,80 - 25,10 0,75 + 0,15 0,46 - 0,98
Gamma-globulinas 15,44 + 3,12 10,40 - 22,80 0,69 + 0,18 0,42 - 1,05
Relacién A/G * 0,72 £ 0,11 0,52 -0,90

1. Los valores de proteinemia se obtuvieron por el método Proti-2° 2. Los valores absolutos (g/dl) de cada fraccién

se obtuvieron por cdlculo aritmético a partir del valor de proteinemia y del porcentaje de cada fraccién proteica; 3.

Los porcentajes de cada fraccién se determinaron a través de la lectura densitométrica de las corridas electroforéticas

(proteinograma); 4. Relacién A/G: Relacién Albimina/Globulina.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

La corrida en condiciones reductoras
permitié separar dos bandas proteicas que se
ubicaron en las regiones de peso molecular de
aproximadamente 65 y 25 kD, compatibles
con la cadena pesada y liviana de la IgY,
respectivamente. Esta imagen se evidencié tanto
en el caso del suero como de la IgY purificada.
La Figura 3 muestra la imagen de un SDS-
PAGE correspondiente a seis sueros y a la IgY
purificada.

ELISA y Western-blot

El anti-IgY elaborado a partir del suero de la
cabra inmunizada, correspondiente a la semana
6 del plan de inmunizacién, arrojé un titulo por
ELISA de 6400.

Se pudo determinar que este anti-IgY
reconoce una banda de proteina que se ubica en
las regién de peso molecular de aproximadamente
65 kD. Esta banda, compatible con la cadena
pesada de la IgY, se observé tanto en la muestra
de IgY purificada como de suero (Figura 4).

DISCUSION

La electroforesis de los sueros en acetato de
celulosa permiti6 separar las proteinas séricas en

las cuatro fracciones caracteristicas: albiimina, y
alfa, beta y gamma globulinas. Estos resultados
coinciden con estudios similares llevados a cabo
en pollos parrilleros® y en gallinas ponedoras.”
Cuando comparamos las concentraciones de
las proteinas séricas obtenidas en nuestro estudio
con las informadas por otros investigadores, y nos
concentramos en las gammaglobulinas, podemos
advertir algunas diferencias. Asi, por ejemplo, en
Brasil, Estevez Almeida ez 2/° muestran valores
mds dispersos de gammaglobulinemia, con
un rango (0,25 a 1,91 g/dl) mayor al hallado
en nuestro trabajo, pero dentro del cual estin
incluidos todos nuestros valores. Por el contrario,
el trabajo de Conrado ez a/.* informa valores de
concentracién de gammaglobulinas en sangre
(0,35 + 0,07) inferiores a los nuestros y a los del
grupo de Estevez Almeida.® En Argentina, Uhart
et al.??, en la Universidad Nacional de Cérdoba,
efectu$ diversas determinaciones en un grupo
de fandues silvestres, que no incluyeron la
concentracién de gammaglobulinas pero si del
nivel de globulinas totales. La concentracién
que se informa (1,5 a 2,6 g/dl) es menor a la
hallada en nuestro trabajo (1,56 a 3,56 g/dl). Las
diferencias encontradas podrian tener relacién
con las caracteristicas propias de la poblacién
estudiada, como ser aquellas que dependen de
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(%) dl) (%) &

Albdmina 45,3 1,98 36,8 1,69
Alfa-globulinas 22,1 0,97 32,1 1,47
Beta-globulinas 18,2 0,80 15,8 0,73
Gamma-globulinas 14,4 0,63 15,3 0,70
Relaciéon A/G 0,82 0,58
Proteinemia (g/dl) 4,38 4,59

Figura 1. Corrida electroforética y proteinograma de dos sueros normales de fiandd. En la tabla inferior se indican los

valores obtenidos (%) y calculados (g/dl) para cada fraccion.

a — “«— q
R «— R

Figura 2. Corridas electroforéticas de suero y de IgY precipitada con PEG 6000. 1, 3: Suero normal de fiandu; 2: IgY de
fiandu purificada por precipitaciéon con PEG 6000. A: albamina; o: alfaglobulinas; £: betaglobulinas; y: gammaglobulinas.
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Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del suero de fiandti y de la IgY purificada de yema de huevo.
Calle 1: IgY de yema de huevo precipitada con PEG 6000; calle 2: Marcador de peso molecular (Pre-stained broad range

SDS-PAGE standards, Bio-Rad); calles 3-8: Sueros de fand.
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Figura 4. Western-blot del suero de fiandt y de laIgY purificada de yema de huevo. a: SDS-PAGE; b: Western-blot. Linea
1: IgY purificada a partir de yema de huevo; linea 2: suero de fandu; linea 3: marcador de peso molecular (Pre-stained

broad range SDS-PAGE standards, Bio-Rad).

la genética, el ambiente o el manejo productivo,
pero también podrian deberse a diferencias en el
método de cuantificacién proteica.

La IgY se considera el equivalente en las
aves de la IgG de los mamiferos, en cuanto a
su concentracién en suero, su distribucién y su
funcién en la protecciéon del huésped y de su
cria.’ En nuestro trabajo se observé que la IgY
del handti migra en la regién gammaglobulinica,
al igual que la IgY del pollo (datos no mostrados)
y la IgG de los mamiferos. La electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) de la IgY

purificada mostré dos bandas caracteristicas a
la altura de 65 y 25 kDa que corresponderfan a
la cadena pesada (ipsilon) y a la cadena liviana
de la IgY. EI SDS-PAGE de los sueros muestrd
el mismo patrén de bandas: En las aves, la
albiimina sérica tiene igual peso molecular que
la cadena pesada ipsilon (65 KDa)," y por lo
tanto ambas moléculas se ubican a la misma
altura en el gel. Aunque la albimina sérica
también estd presente en pequefas cantidades
en la yema de huevo," el control de pureza de
la IgY mostré una tnica banda en la regién de
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las gammaglobulinas al realizar la electroforesis
en acetato de celulosa, aun cuando se utilizé
la tincién argéntica, cuya mayor sensibilidad
permite identificar entre 1y 10 ng de proteina’
(dato no mostrado). De este modo se pudo
confirmar la ausencia de albiimina en la IgY
purificada, que a su vez se utiliz6 como inéculo
para la obtencién del suero anti-IgY en cabra.
Ast, se puede inferir que la banda observada a la
altura de 65 KDa en el PAGE y reconocida por
el anti-IgY en el Western-blot es la cadena pesada
ipsilon. En el caso de los sueros, la albimina
posiblemente forme parte de la banda gruesa
que se observa a esta misma altura en el SDS-
PAGE (Figura 3).

En los mamiferos, las cadenas pesadas
de las dos inmunoglobulinas principales del
suero, IgM (cadena p) e IgG (cadena y) tienen
pesos moleculares (PM) muy distintos, porque
la cadena p posee cuatro dominios constantes
mientras que la cadena y solo posee tres. En
el pollo, la cadena pesada v de la IgY tiene
también cuatro dominios constantes, por lo que
las cadenas pesadas de la IgM (70 kDa) y la IgY
(67 kDa) tienen PM similares, indistinguibles
por SDS-PAGE." En el pato, la cadena p tiene
un PM de 86 kDa, mientras que el PM de
la cadena v es similar a la del pollo. En esta
especie, en el ganso, y en el cisne (dnades) existe
ademds una forma de IgY truncada (AlgY) de
aproximadamente 30 kDa''. La situacién en
el nandu era desconocida hasta el momento.
En un trabajo llevado a cabo en nuestro
laboratorio®. se pudo determinar que el fAandu
estd filogenéticamente mds cerca del pato que
del pollo. En el presente estudio, se intentd
determinar si en el handu existen, como en las
dnades, diferencias entre las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas séricas. Cuando se realizé
el SDS-PAGE con acrilamida al 12 % (Figura
3) no se identificé una cadena truncada de IgY,
la que si pudo verse en sueros de gansos (dato
no mostrado). Se concluye entonces que el
fiandu carece de la forma AlgY. El SDS-PAGE
con 8% de acrilamida y el subsiguiente Western
blot se realizaron con el objetivo de separar en
el gel, las cadenas pesadas de la IgM y la IgY, si

existieran diferencias moleculares evidentes. El
Western-blot mostré una banda a la altura de
los 65 kDa, que se debe al reconocimiento de la
cadena pesada de la IgY por parte del anti-IgY
(Figura 4). Las imdgenes obtenidas no permiten
sacar resultados concluyentes, por lo que es
necesario continuar la evaluacién con diferentes
condiciones de corrida.

El manejo sanitario de una poblacién requiere
conocer los valores normales de pardmetros que
son indicadores del estado de salud. En el caso
que nos ocupa, por ejemplo, una modificacién
en los niveles de gammaglobulinas puede alertar
sobre la posibilidad de enfermedad. Esto es
particularmente importante en la conservacién
de las aves silvestres, tanto de aves criadas en
cautiverio para ser reintroducidas en su habitat
natural con fines de repoblamiento, como de
aves que han sido recientemente capturadas para
ser criadas en cautiverio. Por esto, es nuestro
objetivo continuar los estudios en los handues,
sobre las caracteristicas del sistema inmune en
general, y de sus inmunogobulinas en particular.

CONCLUSIONES

Los resultados informados en este trabajo
no sélo constituyen un conocimiento cientifico,
sino que aportarian herramientas aplicables
al diagnéstico de enfermedades infecciosas
y parasitarias y a la evaluacién del estado
sanitario de esta especie aviar. Asimismo,
ayudaria a evidenciar la presencia de otro tipo de
enfermedades, tales como procesos tumorales,
autoinmunes y genéticos, capaces de producir
alteraciones en los valores inmunoldgicos
normales, como por ejemplo los niveles séricos
de las gammaglobulinas. Ademds, facilitarfa la
evaluacién de la funcionalidad de la rama humoral
del sistema inmune.
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