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SUMMARY

The present study compares the intramuscular (IM) and subcutaneous (SC) inoculation routes for antibody
production in hens. Six laying Leghorn hens were separated in two identical inoculation groups and immunized
with purified Fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase) from pig kidney extract. The hens were inoculated at two
and four week intervals with an emulsified mixture of purified FBPase and Freund’s complete adjuvant (first
inoculation) and Freund’s incomplete adjuvant (second and third inoculations). The egg yolk antibodies were
purified and titrated with immune dot blot. High amounts of antibody were produced by both hen groups and
the titers were comparable. However, in each inoculation group we found some differences which we attributed
to individual variations. These results show that both routes of inoculation (SC and IM) are equally effective in
generating hen antibodies against a cytosolic enzyme. Moreover, the immune-blot analysis revealed that the
antibodies anti-FBPase obtained from intramuscular and subcutaneous inoculations recognized the enzyme in
rat liver extract containing much more than 50 different proteins. These results demonstrated that the antibodies

produced by these two routes of inoculation are highly specific.
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INTRODUCCION

En gallinas, se ha demostrado la existencia
de tres clases de inmunoglobulinas anélogas a la
de mamiferos: IgA, IgM e IgG (Carlander, 2002).
Sin embargo, al comparar la estructura de la
inmunoglobulina G aviar y mamifera se observan
diferencias en la masa molecular, siendo de 200
kDa en las aves y de 160 kDa en los mamiferos
(Tizard, 1982). Por otra parte, la inmunoglobulina
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G aviar posee gran similitud en su secuencia de
ADN con la IgE humana (Shimizu y col., 1992).
Estas caracteristicas permiten que ambas IgG no
presenten reaccion cruzada (Frendscho, 1994).
Producto de estas diferencias la inmunoglobulina
IgG aviar fue denominada IgY (Camenish y col.,
1999).

Debido a la distancia filogenética entre aves
y mamiferos, las gallinas producen anticuerpos
mas especificos contra antigenos mamiferos que
los mismos mamiferos (Liy col., 1998). Ademas,
los anticuerpos IgY resultan adecuados para
ensayos inmunoldgicos pues disminuyen los
falsos positivos, al no interactuar con las IgG de
mamiferos, con el factor reumatoide o con los
receptores de fijacion del complemento de los
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mamiferos (Montes y col., 1994). La IgY es
transportada desde el suero del ave a la yema del
huevo, lo cual permite transferir los anticuerpos
maternos a la descendencia y posibilita, de esta
manera, la adquisicién de inmunidad pasiva en
los polluelos. La concentracion de IgY en el suero
de la gallina es de aproximadamente 5-7 mg/ml
(Carlander, 2002), en tanto la concentracioén de
IgY en la yema del huevo es de 15 mg/ml, con
variaciones entre 8 y 25 mg/ml (Sunwoo y col.,
2002; Rose y col., 1974). Por lo tanto, una yema
de huevo de un volumen aproximado de 15 ml
contiene mas de 100 mg de IgY (Carlander y col.,
2002; Larsson y col., 1993). Luego, desde una
gallina en postura que produce aproximadamente
20 huevos por mes, se podrian aislar desde la
yema mas de 2 gramos de IgY (Carlander, 2002),
cantidad comparable con la produccion de
grandes mamiferos, como equinos y bovinos
(Tizard, 1982). Ademas, la obtencion de
anticuerpos a partir de la yema de huevo no
representa un procedimiento invasivo, como el
sangrado en conejos, evitando de esta manera el
estrés y el sufrimiento animal (Broderson, 1989).

Los anticuerpos obtenidos de yema de huevo
de gallina, tienen diversas aplicaciones, entre
ellas se destaca su empleo en inmunoterapia oral.
Larsson y col. (1993) demostraron los efectos
positivos de incluir IgY contra Staphylococcus
aureus 'y Streptococcus agilata en el alimento de
vacas de lecheria. Este tratamiento produjo una
importante reduccion en las células somaticas,
disminuyendo los costos en el tratamiento de la
mastitis (Coleman, 1996). Ademas, otros
investigadores han demostrado que anticuerpos
obtenidos de gallinas inmunizadas con E. coli
enterotoxigénica pueden detener, en 24 horas, la
diarrea en lechones (Marquardt y col., 1999).
Otra caracteristica importante de la
inmunoglobulina IgY, que permite su
administracion via oral, es su alto grado de
estabilidad ante variaciones de temperatura y pH.
La IgY es particularmente resistente al proceso
de pasteurizacion a un pH mayor de 4 (Shimizu
y col., 1988). Por esta razon, se ha propuesto su
uso en terapia oral en pacientes con fibrosis
quistica, cancer (Yang y col., 1997; Carlander y
col., 1999), inmunodeprimidos (Coleman, 1999),
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y como antisuero en casos de mordeduras de
arafas o serpientes (Thalley y Carroll, 1990).

En la literatura se ha informado de diferentes
métodos para la obtencion de anticuerpos desde
huevos de gallina (Carlander, 2002). Para evaluar
la respuesta humoral en gallinas se han utilizados
las vias de inoculacién subcutdnea (Chung-seog
y col., 1985; Frendscho, 1994), intramuscular
(Camenisch y col., 1999; Orsini y col., 2001;
Sunwoo y col., 2002; Akita y Nakai, 1992) y
endovenosa (Patterson y col., 1962; Gutiérrez y
col., 2001). Utilizando el mismo antigeno se
comparé la produccidon de anticuerpos a través
de las vias de administraciéon intramuscular y
endovenosa, encontrandose diferencias
significativas (Gutiérrez y col., 2001). Sin
embargo, no hay estudios comparativos de la
produccidn de anticuerpos inmunizando a través
de las vias intramuscular y subcutanea. Por lo
tanto, en el presente trabajo se compararon dos
vias de inoculacion (intramuscular y subcutanea),
para la obtencion de anticuerpos policlonales en
gallina. El antigeno utilizado fue la Fructosa-1,6-
bisfosfatasa de rifion de cerdo, enzima
tetramérica encargada de catalizar uno de los
pasos irreversibles de la gluconeogenesis, la
conversion de fructosa-1,6-bisfosfato a fructosa-
6-fosfato (Van Schaftingen, 1987).

MATERIAL Y METODOS

Materiales. En el estudio se utilizaron 6
gallinas de raza Leghorn de un afio de edad en
producciéon. Como antigeno se utilizé Fructosa-
1,6-bisfosfatasa de rifion de cerdo (FBPasa). Los
reactivos utilizados para ensayo en gota,
inmunodeteccion y electroforesis en geles de
poliacrilamida fueron adquiridos en BIORAD®.

Purificacion de FBPasa. A partir de rifiones
de cerdo recién sacrificados, siguiendo el
procedimiento descrito por Colombo y col.
(1972), modificado por Reyes y col. (1987), se
purifico FBPasa a homogeneidad. Este proceso
se basd en tres etapas consecutivas de
precipitacion con pH, calor y sulfato de amonio,
luego de las cuales se realizé una cromatografia
de afinidad en Cibacron blue ® (sefarosa azul).



El sedimento obtenido en la precipitacion con
sulfato de amonio se resuspendid y dializé contra
una solucion de Tris-HC1 20 mM, pH 7.5, EDTA
0.1 mM. La solucion de proteinas se aplico en
una columna de vidrio de 4 x 15 cm con
aproximadamente 150 ml de la resina sefarosa
azul equilibrada en el mismo tampoén. Una vez
aplicada la muestra, se lavo la columna con la
soluciéon de equilibrio y la FBPasa se eluyd
especificamente con 300 ml de una solucion de
adenosina monofosfato (AMP) 0.2 mM en Tris-
HC120mM, pH 7.5, EDTA 0,1 mM, colectandose
fracciones de 8 ml, a un flujo de 2 ml/min. Las
fracciones con enzima se detectaron midiendo la
absorbancia a 280 nm y la actividad bifosfatasica
(Saéz y col., 1996). Aquellas fracciones con
actividad mayor a 20 unidades/ml fueron
reunidas y concentradas por precipitacion con
sulfato de amonio al 90% de saturacion. Después
de centrifugar a 10.000 x g, el sedimento se
resuspendid y se dializé por 24 horas con tres
cambios de 1 litro de una solucién de Tris-HCl
20mM, pH 7.5, EDTA 0.1 mM. La enzima
purificada presentd una actividad especifica de
40 unidades por miligramo de proteina. Para
determinar el grado de pureza de la FBPasa, 1
lg de la proteina purificada se separd en un gel
de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturantes (Laemmli, 1970). Su movilidad
electroforética fue comparada con una mezcla de
marcadores de peso molecular (Winkler®), que
contenia las siguientes proteinas: 3-galactosidasa,
116.000; albtimina, 66.000; ovoalbumina,
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45.000; lactato deshidrogenasa, 35.000;
endonucleasa de restriccion Bsp981, 25.000;
B-lactoglobulina, 18.400 y lisozima, 14.400 g/
mol.

Inmunizacion. Utilizando 0.2 mg de FBPasa
resuspendida en 0.5 ml de PBS (NaCl 150 mM,
Na,HPO, 10 mM, pH 7.5), se prepard una
emulsion con un volumen de 0.5 ml de adyuvante
completo de Freund para la primera
inmunizaciéon y de 0.5 ml de adyuvante
incompleto de Freund en la segunda y tercera
inmunizaciones, las cuales se realizaron con un
intervalo de 2 semanas (entre la 1* y 2%
inmunizacién) y de 4 semanas (entre la 2% y 3*
inmunizacién) (esquema 1). Con un volumen
final de 1 ml, tres gallinas fueron inmunizadas
por via intramuscular (gallinas N° 1, 2 y 3) y tres
por via subcutdnea (gallinas N° 4, 5y 6). La
recoleccién de huevos y purificacion de
anticuerpos se realizé periddicamente antes y
después de cada inmunizaciéon. El dafio
ocasionado por la inmunizacién en las gallinas
se determind mediante necropsias.

Purificacion de los anticuerpos. Se utilizaron
huevos desde el dia 12 post-inmunizacion hasta
los colectados un dia antes del sacrificio de las
aves. La purificacion se realizaba con 2 yemas y
el volumen final variaba dependiendo del tamafio
del huevo. Las proteinas hidrosolubles de la yema
fueron precipitadas con sulfato de amonio en un
65% de saturacion. Luego de centrifugar las

FBPasa + AFC FBPasa + AFI FBPasa + AFI
Dial > Dia 15 > Dia 45

ESQUEMA I: Diagrama de las inoculaciones con FBPasa. AFC: Adyuvante de Freund Completo. AFI:

Adyuvante de Freund Incompleto.

Diagram of FBPase inoculation. AFC: Complete Freund’s Adjuvant. AFI: Incomplete Freund’s

Adjuvant.
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muestras a 20.000 g por 15 minutos, el
precipitado fue resuspendido en 10 ml de Tris-
HCl 20 mM, pH 7.5, EDTA 0.1 mM,
posteriormente dializado y guardado a -20 °C
(Akita y Nakai, 1993).

Titulacion de anticuerpos. Se realizé mediante
el método de ensayo en gota (dot blot) descrito
por Gershoni y Palade (1983). Para estimar el
titulo, varias tiras de nitrocelulosa fueron
sembradas con 20 ng de FBPasa y luego incubadas
con distintas diluciones (1:1.000, 1:10.000,
1:20.000, 1:40.000, 1:50.000, 1:60.000) del
anticuerpo IgY purificado, el cual fue
inmunodetectado con anticuerpo secundario de
cabra anti-IgY de gallina acoplado a peroxidasa
(Aves Labs, Inc). Para revelar la actividad del
conjugado, el papel de nitrocelulosa se incubd por
5 minutos en una solucién de diaminobencidina
(DAB) 0.5 mg/ml, H,0,0,15% (v/v), Tween-20
0.3% (v/v) en PBS. Para, determinar de forma mas
precisa el titulo de los anticuerpos inducidos, la
marca debida a la precipitacion de DAB en los
dot blots, fue digitalizada y analizada. Para ello,
se utilizé el programa computacional “UN-
SCANIT” (Silk Scientific Corporation), con el
cual se determind ¢l numero de pixeles presentes
en cada marca de la nitrocelulosa. Se utilizé como
unica dilucion, 1:10.000, de los anticuerpos
obtenidos dias anteriores y posteriores a cada
inmunizacion. El analisis final se obtuvo de forma
similar, utilizando dos diluciones (1:10.000 y
1:20.000) de los anticuerpos obtenidos una semana
después de la 3* inmunizacion. Como control de
la reaccion para cada anticuerpo se realizd un
experimento donde no se adiciond el anticuerpo
primario.

Determinacion de especificidad de los
anticuerpos mediante ensayo en gota (Dot blot).
En una tira rectangular de nitrocelulosa se
sembraron 100 ng de tres proteinas diferentes
(FBPasa, aldolasa A y aldolasa B). Posteriormente,
la tira de nitrocelulosa se incub6 en una dilucion
1:1.000 del anticuerpo IgY purificado y este fue
inmunodetectado con un anticuerpo secundario de
cabra anti-IgY de gallina acoplado a peroxidasa.
Para revelar la actividad del conjugado, el papel
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de nitrocelulosa se mantuvo 5 minutos en una
solucion de diaminobencidina 0,5 mg/ml, H,O,
0.15% (v/v), Tween-20 0.3% (v/v) en PBS. La
presencia de reaccion fue estimada de acuerdo a
la intensidad de la marca ocasionada por la
precipitacion de DAB.

Determinacion de especificidad de los
anticuerpos mediante Inmunodeteccion (Western
blot). Un extracto de proteinas totales de higado
de rata fue sometido a electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS en condiciones
desnaturantes, de acuerdo al método descrito
por Laemmli (1970). Posteriormente, las
proteinas presentes en el gel de poliacrilamida
fueron electrotransferidas a una membrana de
nitrocelulosa, la cual fue sometida a
inmunodeteccion de acuerdo al método descrito
por Tsang y col. (1983). La membrana fue
bloqueada con solucion de PBS-tween-leche
(Na,HPO, 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5,
Tween-20 0.3% (v/v) y leche descremada 5%
(p/v)) a 30 °C por 30 minutos. Posteriormente
fue incubada con una diluciéon 1:1.000 del
anticuerpo IgY purificado, el cual fue
inmunodetectado con anticuerpo secundario de
cabra anti-IgY de gallina acoplado a peroxidasa.
El revelado se llevo a cabo de la misma manera
que en el ensayo en gota. La presencia de
reaccion fue estimada de acuerdo a la intensidad
de la marca debida a la precipitacion de DAB.

Analisis estadistico. El analisis estadistico se
realiz6 utilizando la prueba de “¢ de Student” para
muestras pareadas mediante el programa
computacional “graph Pad Instat” (Graph Pad
Software), considerando un nivel de significancia
de p<0.05. Los datos analizados correspondieron
a la cantidad de pixeles obtenidos por dot blot
en titulos de 1:10.000 y 1:20.000 de los
anticuerpos purificados.

RESULTADOS

Purificacion de FBPasa. El analisis mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes mostrd que la enzima
se encontraba en un alto grado de pureza. Se



determino la existencia de una banda tinica de
proteina correspondiente a la FBPasa. Al
comparar los pixeles de esta banda con los
pixeles del fondo del carril se determind que
aproximadamente la FBPasa se encontraba en un
99% pura. Utilizando un marcador de proteinas
de rango amplio y tincidén con azul de Coomasie,
se determind que la proteina purificada poseia
una masa de 36 kDa correspondiente al
mondmero de FBPasa (figura 1 A).

Inmunizacion. Luego de la segunda
inoculacién, los grupos de aves inoculados por
via intramuscular y subcutdnea presentaron un
periodo de muda de plumas y la consecuente
disminucion en la produccioén de huevos. Por otra
parte, al finalizar el ensayo se realizaron
necropsias en todas las gallinas, encontrandose
lesiones inflamatorias, con contenido caseoso en
el tejido circundante al punto de inoculacién. La
magnitud de las lesiones fue similar en ambos
grupos de gallinas, encontrandose pequeilas
diferencias individuales dentro de un mismo

grupo.

ANTICUERPOS, HUEVOS DE GALLINA, FBPasa

Titulo de los anticuerpos. Luego de la tercera
inmunizacion se determiné el titulo de los
anticuerpos producidos por ambas vias de
inoculacion (cuadro 1). El andlisis de imagen
digital indic6 que el nivel de anticuerpos contra

CUADRO 1. Via de inoculacién y titulo de los
anticuerpos luego de la tercera inoculacién.

Inoculation route and antibody titer after
third immunization.

Gallina Via de inoculacion # Titulo
N°1 intramuscular 1:30.000
N° 2 intramuscular 1:50.000
N°3 intramuscular 1:50.000
N° 4 subcutanea 1.50.000
N°5 subcutanea 1:60.000
N° 6 subcutanea 1:40.000

* El titulo de los anticuerpos fue estimado analizando
las marcas de DAB producidas en membranas de
nitrocelulosa sembradas con 20 ng de FBPasa pura.
The antibody titer was determined by analyzing the DAB
staining in dot blots using nitrocellulose membranes spotted
with 20 ng of pure FBPase.
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FIGURA 1. Determinacion de la especificidad de los anticuerpos obtenidos por inoculacion intramuscular
y subcutinea mediante western blot (B) y dot blot (C). A: Analisis mediante gel de poliacrilamida 12%:
FBPasa purificada (1) y extracto de proteina total de higado de rata (2) tefiido con azul de Coomasie. St:
Marcador de proteinas rango amplio (15-116 KDa). B: inmunodeteccion de FBPasa con anticuerpos de
gallina en muestra con FBPasa pura (1) y en extracto de proteina total de higado de rata con anticuerpo
obtenido por inoculacion intramuscular (2) y por inoculacion subcutanea (3). C: analisis mediante ensayo
en gota con anti-FBPasa, en diluciéon de 1:1.000, obtenida por inoculacién intramuscular (1) y subcutanea
(2). F: FBPasa; A: aldolasa A; B: aldolasa B.

Specificity of antibodies obtained by intramuscular and subcutaneous inoculation determined by western
blot and dot blot A: analysis by PAGE shows: purified FBPase (1) and total protein extract of rat liver (2). St: Molecular
weight standard (15-116 KDa). B: immunodetection of FBPase with hen antibodies in a sample of pure FBPase (1)
and a rat liver total protein extract with antibodies obtained by intramuscular (2) and subcutaneous (3) inoculations.
C: dot blot analysis with anti-FBPase, in diluted 1:1000, obtained by intramuscular (1) and subcutaneous inoculations
(2). F: FBPase; A: aldolase A; B: aldolase B.
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FBPasa presente en la yema de los huevos, previo
a las inmunizaciones, fue minimo o no existente,
determinandose un nimero de pixeles cercanos
a la respuesta basal (20 pixeles). Elevados titulos
de anticuerpos fueron detectados ya a doce dias
después de la primera inyeccion, alcanzando su
maximo 1-2 semana después de la tercera
inoculacion (figura 2). Resultados similares se
obtuvieron con las otras gallinas inmunizadas
(datos no mostrados). Ademads, al comparar la
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C—1 Anticupero obtenido por inoculacion subcutanea

FIGURA 2. Anailisis digital de la tincion de DAB,
obtenidas mediante ensayo en gota con los
anticuerpos anti-FBPasa. Se muestra el analisis de
una gallina de cada grupo de inoculaciéon usando
una diluciéon de 1:10.000, a diferentes tiempos de
inmunizacién. A: preinmune; B: 12 dias después
de la 1" inmunizacién; C: 1 semana después de la
2* inmunizaciéon; D: 1 semana antes de la 3?*
inmunizacién; E: 1 semana después de la 3*
inmunizacion; F: 4 semanas después de la 3*
inmunizacion. No se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos, lo cual fue
determinado por la prueba de ¢ de Student.

Digital analysis of DAB signals obtained by
dot blot with anti-FBPase antibodies. Analysis of one
chicken from each inoculation group at different
immunization stages was diluted 1:10.000. A: pre-
immune; B: twelve days after the first immunization; C:
one week after the second immunization; D: one week
before the third immunization; E: one week after the third
immunization; F: four week after the third immunization.
No significant difference was observed between both
groups as determined by Student’s 7 test.
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cantidad de pixeles, durante los distintos tiempos
del experimento, se encontrd que ambas vias de
inoculacion no presentaron diferencias (figura 2).
Por otro lado, al comparar los resultados
obtenidos dentro de cada grupo de inoculacion,
se observd que existen diferencias individuales
en la produccion de anticuerpos (figura 3).
Utilizando un titulo bajo (1/1000) no se observa
esta diferencia, la que comienza a ser evidente
al realizar el andlisis con un titulo de 1:10.000.
De esta forma, se determinaron diferencias entre
un 50 % y un 100 % entre gallinas del mismo
grupo, encontrandose las mayores variaciones en
las aves inoculadas por via subcutdnea (figura 3).
Sin embargo, se determindé que no existen
diferencias significativas entre las vias utilizadas
para la produccion de anticuerpos anti-FBPasa.
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Titulos de los anticuerpos

EEm Anticuerpos obtenidos por inoculacion intramuscular
[ Anticuperos obtenidos por inoculacion subcutanea

FIGURA 3: Anilisis digital de la intensidad de las
marcas de DAB obtenidas mediante ensayo en gota,
usando dos diluciones (1:10.000 y 1:20.000) de los
anticuerpos anti-FBPasa (1 semana después de la
3% inmunizacion) de ambos grupos de inoculacion.
No se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos, lo cual fue determinado por la
prueba de 7 de Student.

Digital analysis of the DAB signals obtained
by dot blot, using two dilution (1:10.000 and 1:20.000) of
anti-FBPase antibodies (1 week after the third
immunization) of both inoculation groups. No significant
difference was observed between both groups as
determined by Student’s ¢ test.



Determinacion de especificidad de los
anticuerpos anti-FBPasa. Mediante ensayo en
gota, se determino la posible reaccion cruzada
que pudieran presentar los anticuerpos
purificados, con dos enzimas que copurifican en
condiciones similares a las de FBPasa (aldolasa
A y aldolasa B). Los anticuerpos obtenidos por
inmunizacién intramuscular y subcutdnea
mostraron ser especificos para FBPasa, no
detectandose reaccion con las otras dos proteinas
(figura 1C). Posteriormente, mediante analisis de
Western blot de un extracto de proteina total de
higado de rata, se determind que los anticuerpos
producidos a través de ambas vias de inoculacion
reconocian una banda de masa ligeramente
superior a 36 kDa (figura 1B), correspondiente
a la masa molecular de la FBPasa de higado de
rata, dentro de una poblacién con mas de 50
proteinas diferentes.

DISCUSION

El proceso de inmunizacion produjo zonas
con dafio tisular, lo cual puede ser atribuido a la
utilizacion del adyuvante. En ambos grupos
experimentales se encontraron lesiones
macroscopicas similares con contenido caseoso
circundantes al punto de inoculacion. Estas
observaciones difieren de las descritas por
Gassmann y col. (1990), quienes informan que
el adyuvante completo es bien tolerado y no
produce reacciones inflamatorias. Como las
lesiones macroscopicas son comparables en
ambos grupos de inoculacidén no es posible
recomendar en forma preferencial el uso de una
de estas vias. Sin embargo, se estima que estas
lesiones cumplieron un rol importante en la
estimulacion anticipada del inicio del periodo de
muda de plumas en las gallinas, lo que condujo
a una fuerte disminucién en la producciéon de
huevos. A pesar de esta interrupcion en la
produccién, ambos grupos de inoculacion
mantuvieron elevados titulos de anticuerpos
(cuadro 1). Al respecto, Carlander y col. (2001)
indican que el transporte de IgY desde el suero a
la yema del huevo no decrece al producirse una
interrupcién en la postura de los huevos. No
obstante, se estima importante seleccionar
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gallinas jovenes, previo o al inici6 de su periodo
de postura, para comenzar la etapa de
inmunizacion. Evitando de este modo que el
estrés ocasionado por la manipulaciéon durante
las inoculaciones y la accion irritante del
adyuvante, disminuyan la produccién de huevos
y con ello la producciéon de anticuerpos. La
inoculacién con aldolasa B y adyuvante completo
de Freund en otro grupo de aves, antes del
periodo de postura de huevos, evité la
disminucion de la produccion de huevos y con
ello la disminucion de los anticuerpos obtenidos
(datos no mostrados). Otros autores han
propuesto que es factible sustituir el adyuvante
completo por el incompleto en la inmunizacion
primaria, lo que no alteraria una efectiva
respuesta inmunologica, evitando las lesiones y
disminuyendo la mortalidad de las aves (Schade
y col., 1996).

De acuerdo a Patterson y col. (1962) los
anticuerpos aparecen en la yema 8 dias después
de la inoculacion primaria, obteniéndose el
maximo nivel a partir del dia 12. Teniendo en
cuenta esta informacion, la determinacion de
anticuerpos se inici6 doce dias después de la
primera inmunizacién. Las gallinas utilizadas en
este ensayo proporcionaron huevos con una alta
tasa de anticuerpos por un periodo de a lo menos
dos meses (figura 2). En este sentido, la
persistencia de elevados titulos de anticuerpos en
yema es mayor que la observada en el suero de
las aves (Patterson y col., 1962). La primera
medicion del nivel de anticuerpos, en la yema
del huevo post-inoculacion, mediante analisis
digital, arrojo un numero de 350 pixeles,
indicando una elevada cantidad de anticuerpos a
pocos dias de iniciarse el ensayo.

El nivel de anticuerpos luego de la segunda
inmunizacién es mayor al obtenido luego de la
primera, este incremento se debe a la accion de
las células B de memoria que permiten una mas
facil y rapida respuesta ante el antigeno (Kuby,
1997). Posteriormente, el nivel de los anticuerpos
se mantuvo relativamente alto sin mayores
declinaciones durante el periodo experimental
(11 semanas) observandose la mayor intensidad
en la marca de la nitrocelulosa luego de la tercera
inmunizacion (8 semanas). La persistencia de
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altos titulos de anticuerpos y la alta cantidad de
inmunoglobulinas presente en la yema de un
huevo, equivalentes a las obtenidas por el
sangramiento de un conejo (Frendscho, 1994),
determina que la produccion de anticuerpos
desde huevos de gallina es una alternativa mucho
mas conveniente y barata, s6lo comparable en
cantidad con lo producido por grandes
mamiferos, como bovinos o equinos (Larsson y
col., 1993).

Las diferencias obtenidas dentro de cada
grupo de inoculacion, de un 50 % a un 100% en
el numero de pixeles (figura 3), pueden ser
atribuidas a factores individuales. Sin embargo,
al comparar el numero de pixeles promedio entre
ambos grupos de inoculacioén, no se encontraron
diferencias importantes, lo cual estaria indicando
que la utilizacién de cualquiera de estas dos vias
de inoculacién para promover la produccién de
anticuerpos de proteinas citosolicas (como la
FBPasa) en gallinas, es igualmente efectiva.

Un aspecto importante de la investigacion fue
determinar la especificidad de los anticuerpos
purificados desde yema de huevo. Se ha descrito
que FBPase interacciona con otras enzimas del
metabolismo y que en ciertas condiciones de
purificacion puede estar contaminada con otras
enzimas. Entre ellas, la mas descritas son su
interacciéon con la aldolasa A y B. Los ensayos
en gota muestran que no existe reaccion cruzada
entre el anticuerpo anti-FBPasa con aldolasa A
y aldolasa B, y que el anticuerpo producido
detecta exclusivamente a la FBPasa (figura 1C).
Estos resultados indican fuertemente que el
anticuerpo obtenido es altamente especifico. Este
analisis fue corroborado realizando un
inmunoblot de un extracto de proteinas totales
de higado de rata. Los resultados de
inmunodeteccion muestran inequivocamente que
el anticuerpo purificado desde huevos contra
FBPasa presenta una alta especificidad,
detectandose especificamente a la enzima en un
extracto de proteinas totales de higado de rata
(figura 1B). Ademas, como se muestra en la carril
1 de la figura 1B se confirm6 que el anticuerpo
producido reconoce a la FBPasa purificada. Esta
alta especificidad demostrada por el anticuerpo
anti-FBPasa permitiré su utilizacion en ensayos
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de inmunohistoquimica. Este andlisis podria
posteriormente dilucidar la localizaciéon de la
fructosa-1,6-bisfosfatasa a nivel celular en
diferentes condiciones fisioldgicas. Asimismo,
debido a las caracteristicas inmunolégicas de IgY
de disminuir los falsos positivos y no interactuar
con las IgG de mamiferos posibilitaria la
realizacion de estudios de co-localizacion,
utilizando a la vez anticuerpos mamiferos de
otras enzimas relacionadas en sus procesos
metabolicos

En conclusidn, en este trabajo se compararon
dos vias de inmunizacion para la obtencion de
anticuerpos desde la yema del huevo de gallinas
mediante la estimaciéon del titulo y la
caracterizacion de los anticuerpos a través de
diversos ensayos inmunoldgicos. Estos son los
primeros estudios donde se muestra que no
existen diferencias entre estas dos vias de
inmunizacion (intramuscular y subcutanea) para
la producciéon de anticuerpos de proteinas
citosdlicas como la FBPasa. Las diferencias
detectadas dentro de cada grupo pueden
atribuirse a factores individuales. Por otra parte,
la elevada concentracion de anticuerpos en cada
huevo (15mg/ml), el largo periodo de postura de
las gallinas (1 afio) y la gran cantidad de IgY
(100-300 mg/huevo) hace a este método una
alternativa mucho mdas econdémica que las
utilizadas convencionalmente.

RESUMEN

El presente estudio comparo las vias de
inoculacion intramuscular (IM) y subcutinea
(SC) para la produccion de anticuerpos en
gallinas. Seis gallinas Leghorn de postura fueron
separadas en dos grupos de inoculacion idénticos
e inmunizadas con fructosa-1,6-bisfosfatasa
(FBPasa) purificada de rifion de cerdo. Las
gallinas fueron inoculadas con un intervalo de 2
y 4 semanas, con una emulsién mezclada con
FBPasa purificada y adyuvante de Freund
completo (primera inoculacion) y adyuvante de
Freund incompleto (segunda y tercera
inoculacion). Los anticuerpos obtenidos desde
yema de huevo fueron purificados y titulados por
ensayo en gota. Elevadas cantidades de



anticuerpo fueron producidas por ambos grupos
de gallinas y los titulos fueron comparables. Sin
embargo, en cada grupo de inoculacién se
encontraron algunas diferencias atribuibles a
variaciones individuales. Los resultados
muestran que ambas vias de inmunizacioén (SC
e IM) son igualmente efectivas en la generacion
de anticuerpos desde gallinas contra enzimas
citosolicas. Ademas, el analisis mediante
inmunodeteccion reveld que los anticuerpos anti-
FBPasa obtenidos por inoculacién intramuscular
y subcutanea, reconocieron a la enzima en
extractos de higado de rata, los cuales contenian
mas de 50 diferentes proteinas. Estos resultados
demostraron que los anticuerpos producidos por
estas dos vias de inoculacion son altamente
especificos.
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