ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDAY LA

AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

TRABAJO DE TIRULACION, PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO

DE INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA

“OBTENCION Y CARACTERIZACION DE IgY AVIARES CONTRA

Leishmania mexicana’

ESPIN ARROBA, STEPHANIE LIZETHE

DIRECTORA: TORRES ARIAS, MARBEL Ph.D.
SANGOLQUI

2019



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PALOA LA EXCTELENCIA

DEPARTAMENTO CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CERTIFICACION

Certifico que el trabajo de titulacién “OBTENCION ¥ CARACTERIZACION DE Ig¥
AVIARES CONTRA Leishmania mexicana” rcalizado por ia sefiorita Espin Arroba, Stephanie
Lizethe, ha sido revisado en su totalidad, analizado por la herramicnta de verificacion de similitud
de contenido; por lo tanto cumple con los requisitos teoricos, cientificos, téenicos, metodoldgicos
y legales cstablecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Raz6n por la cual me
permito acreditar v autorizar para que lo sustente piblicamente.

Sangolqui, 28 junio 2019

TS
Marbel Torres Arias Ph.D.

C.1.: 1802949154



A LNIVERS
v INNDVAGION PABS LA EXCTELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIGTECNOLOGIA

AUTORIA DE RESPONSABILIDAD

Yo, Espin Arroba, Stephanie Lizethe, declare que el contenido, ideas y criterios del trabajo
de titulacién: “Obtencién y caracterizacion de Ig¥ aviares contra Leishmania mexicana”, es de
mi autorfa y rcsponsabilidad, cumpliendo con los requisitos (cdricos, cientificos, téenicos,
metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando
los derechos intelectuales de terceres y referenciando las citas bibliograficas.

Conseccucnicmente el contenido de investigacién mencionada es veraz.

Sangolqui, 28 junio 2019

Skeprene Eopin A,

Stephanie Lizethe Espin Arroba

C.L: 1721714952



it

ESPE

Gy UNIVERSIDAD DE LASB FUERZAS ARMADASB
wionoen INNDOVACION PARA LA EXCELENSIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DI LA VIDA Y LA AGRICULTURA
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION

Yo, Espin Arroba, Stephanie Lizethe, autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE publicar el trabajo de titulacion “Obtencion y caracterizacion de IgY aviares contra
Leishmania mexicana® en el repositorio institucional cuyo contenido, ideas y criferios son de mi

responsabilidad.

Sangolqui, 28 junio 2019

Slepnomie €5pin ,’\&)&

Stephanie Lizethe Espin Arroba

C.J.: 1721714952



DEDICATORIA

A Pauli, Frank y Gabriel. Todo esfuerzo, toda lucha y cada felicidad seran eternamente para
ustedes.

Stephanie Lizethe Espin Arroba



AGRADECIMIENTOS

Por cada suefio y esfuerzo puesto en mi, quiero agradecer a mis padres, Paulina y Franklin,
por no dejarme sola y traerme hasta aqui. Gracias infinitas y mucha vida a quienes dedicaron las
suyas a mi. A mi hermano Gabriel, por cuidarme, por compartir tus suefios y locuras conmigo.

A toda mi familia que estuvo pendiente: Rosa, Heriberto y Luis, porque han esperado esto
tanto como yo, hoy por fin hemos llegado. A Xavier, Paola y Christian, gracias por ensefiarme que
siempre que estudie mucho, algo bueno vendra después. A Nicolas y Paula por sus sonrisas.

A la Alma Mater, el Laboratorio de Inmunologia y Virologia, por ensefiarme el trabajo duro
y sobre todo la paciencia, por inculcar en mi la dedicacion y la entrega, porque no importa la hora
y el cansancio siempre se podra ensayar una vez mas. Gracias por mi tema de titulacion, he aqui
todo mi esfuerzo y més.

Al Ing. Mario Ortiz, por permitir el uso del galpdn avicola de las instalaciones del IASA 1.

A Marbel Torres, por su paciencia y por permitirme trabajar con ella, gracias Doc, por ser
un ente inspirador. A Ligia Ayala que ha estado pendiente de todo esto.

También a la gente que fui conociendo en este camino, a mis amigos: Daniel, Andrés,
Carlos, Anahi, Michell, Fernanda, Andrea y Carolina. Gracias por sus risas, por su ayuda y por
cada locura. A los chicos del laboratorio, por apoyarnos entre todos a Sebastian, Andrea, Luis,
Juan, Karla, Fernanda, Alex, Mishell, Ariana y Marco.

Y a la fuerza motora del universo que suelo llamar Dios, jGracias!

Stephanie Lizethe Espin Arroba



Vi

INDICE DE CONTENDOS

CERTIFICACION ..ottt i
AUTORIA DE RESPONSABILIDAD ......coovoieieieeesieeiesesesesesieses s s sss s ensassssenss s i
AUTORIZACION ..ottt iii
DEDICATORIA ettt bbbttt b et ae e e e bt e e bt e st e e e b e e nneesnneenbeeanneens 1\
AGRADECIMIENTOS ...t nr e b e ne e %
INDICE DE CONTENDOS....... oottt Vi
INDICE DE TABLAS ...ttt b et e e e be e r e e nnn e IX
INDICE DE FIGURAS ...ttt X
LISTADO DE ABREVIATURAS ...ttt Xii
RESUMEN ...ttt ettt e s b et e e e e nne e e b e e nnee s XV
AB ST R A CT ettt bbbt bR e b e b n e neas XVi
CAPITULO L. INTRODUCCION ....coutiimiiriirnereiiseseesssssesssssssssssss s sssssssssssssssens 1
1.1, ANTECEUBNTES ... .otttk ettt bbbt b bbbt nb et n e ene 1
1.2, Justificacion del problema............ccooooi i 5
1.3.  Objetivos de 1a INVESTIGACION ..........c.coieiiiiiciicce e 10
1.3.1.  ODJEtiVO QENEIAL.......ooiiiiie it 10
1.3.2.  ODbjetivos ESPECITICOS .....ccviiuiiiiicicciece ettt e e 10
CAPITULO 2.REVISION BIBLIOGRAFICA........occosiitieiinirinneiseessissssssesssssssssssssssssenns 11
2.1, LeiShmania MEXICANA: .......cciiiieiireriesie sttt bbb 11
2.1.1. Manifestacion CHNICA ........cvruiriririieiet e 14

2.1.2.  Situacion actual €N el ECUAAON ........ooe et 15



2.1.3. Tratamientos y proSpecto terapBULICO ..........ccueeruerieerierieesere e 18
2.2, INMUNOGIODUIINGS Y ... 20
2.2.1.  Historia y relacion eVOIULIVA..........cccceieiiiiiiciciee e 20
2.2.2.  Estructura proteica y CaraCterizaCion ...........cccocererieereneenese e 22
2.2.3. Respuesta innata y adaptativa N GVES ..........cccveieiiirierienieneseseeeeee s 24
2.2.4. Maduracion de ovocitos y transferencia de antiCUerpoS .........cocooveerereneriereienenenn. 29
2.3, TECNOIOGIA QY .ottt et 32
2.3.1. INOCUIACION B 1S AVES .....veeinieiiieieee e 32
2.3.2. Procesamiento de muestras para la obtencion de inmunoglobulinas....................... 34
2.3.3. Purificacion de anticuerpos por métodos cromatograficos..........ccevevevevviiiinennnne. 35
2.3.4. Aplicaciones y herramientas teCnolOgiCas ..........ccoevrereereiineiee e 38
CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS .....ccovuiiriiiinieeeissieeiseiesessessss s ssessessessenes 40

3.1. Inoculacién de gallinas Lohmann Brown con antigeno de Leishmania mexicana...40
3.1.1.  Obtencion de indculo de Leishmania mexicana inactivada............cccoceeeveniinnnnnne. 40
3.1.2.  Manejo de modelo In vivo para inoculacién de antigeno............cccocveveeeeieeieceenne. 40

3.2.  Obtencién y purificacion de inmunoglobulinas policlonales aviares tipo IgY

a partir de yemas de huevos de gallinas inmunizadas...........c.ccccovvviiiieiieinncie e 41
3.2.1. Deslipidacién y precipitacion de proteinas totales...........ccccovevvivieviciecicie e, 41
3.2.2.  Purificacion de anticuerpos aviares tipo IgY por columna de afinidad. .................. 42
3.2.3.  Cuantificacion de proteinas por BCA ..........coioiiiiii e 43

3.3. Caracterizacion de inmunoglobulinas IgY aviares............cccooevveiieiievecvc s, 43
3.3.1. Western Blot para proteinas IgY y muestras de parasito de Leishmania................. 43

3.3.2. ELISA indirecto cualitativo para parasitos de Leishmania y pruebas cruzadas. ..... 45



viii

CAPITULO 4. RESULTADOS ......oootiteieieeeeeteeee s esae s iesae st esae st sessasse s sssen s 47
4.1. Inoculacion de gallinas Lohmann Brown con antigeno de Leishmania mexicana...47

4.2. Obtencion y purificacion de inmunoglobulinas policlonales aviares tipo 1gY

a partir de yemas de huevos de gallinas inmunizadas. ...........cccoceeveiienieniesieneenienn 48

4.3. Caracterizacion de inmunoglobulinas IgY mediante Western Blot..............cccc....... 51
4.3.1. Estructura de inmunoglobulinas IgY aviares por Western Blot directo .................. 51
4.3.2. Western Blot indirecto para tres especies de Leishmania...........cccccovverenininennnn. 52
4.3.3. ELISA indirecto para inmunodeteccion cualitativa de L. mexicana........................ 54
4.3.4. ELISA para inmunodeteccion cualitativa de otras especies de Leishmania............ 59
4.3.5. Pruebas cruzadas con bacterias mediante prueba ELISA indirecto............c.cc.c...... 62
CAPITULO 5. DISCUSION .....oiiiiiiiriieiinsieie sttt ettt 64
5.1. Inoculacién de gallinas Lohmann Brown con antigeno parasitario.......................... 64

5.2.  Obtencion y purificacién de inmunoglobulinas aviares tipo IgY anti L. mexicana.67
5.3. Caracterizacion de IgY aviares anti Leishmania mexicana ............ccccccovvevveviesreennnnn, 70
5.3.1.  Inmunoglobulinas aviareS IgY ........c.cccveiiiieiicie e 70

5.3.2. Afinidad para L. mexicana, braziliensis e infantum con

IgY anti Leishmania mexicana por medio de western blot............ccccoeeeiiveiiieennnne 71

5.3.3.  Reconocimiento de IgY anti Leishmania mexicana en pruebas ELISA.................. 73
CAPITULO 6.CONCLUSIONES .......ooveieeseeiiresieeisssiesessesisses st sesse s assessesessesssnessenasnensnes 76
CAPITULO 7.RECOMENDACIONES .......coeiieieeeesiieeesesssesesteses s ssessesess s s senassensnes 78

BIBLIOGRAFTA ..o oo e et eee e oot e e e et e e et e e s e e e e et et e e et e es e e e e e e s eeeeeran e 79



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Plan de inoculacion aplicado en el modelo de gallinas Lohmann Brown...................... 41
Tabla 2 Condiciones para pruebas ELISA para antigeno e IgY anti L. mexicana ....................... 46
Tabla 3 Huevos procesados para la precipitacion y purificacion de IgY anti Leishmania.......... 48

Tabla 4 Analisis de pesos moleculares correspondientes a las bandas detectadas por

IgY anti L. mexicana en Western BIOt. ..........cccoviiiii i 54
Tabla 5 Resultado comparaciones multiples en ELISA para deteccién de

IgY anti L. mexicana Con SU @ntigEN0. .......ccvcvueiiieieiieiie e eee sttt 56
Tabla 6 Resultado comparaciones maltiples en Elisa para IgY anti L. mexicana

eN AITErenteS AIUCIONES. .....ocui ettt 59
Tabla 7 Resultados comparaciones multiples en ELISA de IgY anti L. mexicana

con otras especies de LeiShmania. ..........ccccveiiieii e 61



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Protocolos tradicionales para obtencion de anticuerpos policlonales
en mamiferos pequefios a partir de SUEr0 SANQUINEO. ........ccevvreireeerieriene e e e ereeeeeeees 1
Figura 2. Principio y prospecto aplicativo de la produccion de anticuerpos 1gY en gallinas. ....... 3
Figura 3. Pruebas de flujo lateral utilizando nanoparticulas conjugadas con anticuerpos.............. 4

Figura 4.Ciclo de desarrollo y proliferacion de Leishmania mediada por vectores,

hacia SUS NUESPEAES Y FESEIVOIIOS. .......oveuiiiiierieiirieieies ettt et 13
Figura 5. Sitios geograficos de riesgo para Leishmania CUtANEa ...........ccocvvereininennincscneee,s 16
Figura 6. Estructura de una inmunoglobulina aviar de tipo 1gY .......cccccooviiiiiiniiiece, 23
Figura 7. Organos linfoideos aviares, Timo y la Bursa de FabriCio. .........c.cccoovvevereireierirninnns 25

Figura 8. Sistema de activacion de la inmunidad adaptativa mediados por
[iNfoCitos CD4 helper Y 18S APC. ..o 27

Figura 9. Activacion de células B independiente de células CD4 para la produccion de IgM. ....27

Figura 10. Activacion de linfocitos B para la expansion clonal para la produccion de IgY......... 28
Figura 11. Oviducto aviar y conformacion de un huevo completo. ..........cccocoevevieiicie e, 30
Figura 12. Foliculo ovérico aviar y transporte materno de anticuerpos por seleccion. ................ 31
Figura 13. Proceso de la cromatografia liquida por afinidad con elucion de proteinas. ............... 37
Figura 14. Contabilizacion de huevos obtenidos durante la fase de inoculacién In vivo. ............ 47
Figura 15. Concentracién de proteina IgY en mg/mL clasificada por semana...............ccccveueene. 49
Figura 16. SDS page y Membrada de nitrocelulosa de proteinas IgY anti L. mexicana. ............. 51
Figura 17. Western Blot revelado por quimioluminiscencia para IgY anti L. mexicana............. 52

Figura 18. Western Blot revelado por quimioluminiscencia para proteinas parasitarias

de L. mexicana, L. braziliensis y L. infantum. .........cccooeiriiiiniinieeeeee e 53



Xi
Figura 19. ELISA indirecto con dilucion méxima y minima de IgY anti L. mexicana
PAFA SU BNEIGEN0. ...vieiiietiiteieieste ettt sttt e et b ettt b et bt e et ebe e e b 58
Figura 20. ELISA de IgY anti L. mexicana, con otras especies de Leishmania:
Braziliensis @ INFANTUM. ..o e 60
Figura 21. ELISA indirecto para pruebas cruzadas con IgY anti Leishmania mexicana

para antigen0 DACLEITANO ........c.cveiiiiiieie e 62



xii
LISTADO DE ABREVIATURAS
ABTS: 2,2°-Azino biz (3 etilbensotiazilna 6 — &cido sulfonico) sal diamonio
AM: Antimoniato de Meglumina
APC: Célula presentadora de antigenos (Por sus siglas en Inglés: Antigen presenting cell)
Au: Oro
CDR: regiones determinantes complementarias (Por sus siglas en inglés: Complementary
determining regions)
Células NK: Células asesinas naturales (Por sus siglas en inglés: natural Killer)
CH: Cadena pesada (Por sus siglas en inglés: Heavy chain)
CL: Cadena ligera (Por sus siglas en inglés: Light chain)
CpG OND: Oligodeoxinucletoidos con C guanidina fosfato
DNA: Acido desoxiribonucleico (Por sus siglas en inglés: Desoxiribonucleid acid)
ELISA: Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Por sus siglas en inglés: Enzyme linked
immunosorbent assay)
EPS: Extracto parasitario sonicado
Fab: Fraccion de unién al antigeno (Por sus siglas en inglés: Antigen binding fraction)
Fc: Fraccion cristalizable
G: Gallina
HRP: Peroxidasa de rabano (Por sus siglas en inglés: Horseradish peroxidase)
ICLTc: indice Incidencia — Casos por trienio de leishmaniasis cutanea
Ig: Inmunoglobulina

IgE: Inmunoglobulina E



Xiii
1IgG RAC - HRP: Anticuerpo 1gG conejo anti gallina conjugado a peroxidasa (Por sus siglas en
inglés: Rabbit anti chicken — horseradish peroxidase)
19G: Inmunoglobulina G
IgM: Inmunoglobulina M
IgY: Inmunoglobulina Y
LC: Leishmania cutanea
LM: Leishmania mucosa
LPS: Lipopolisacaridos
LV: Leishmania visceral
mg/mL: Miligramos por mililitros
MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Por sus siglas en Inglés: Major histocompatibility
complex)

mL: Mililitro

MSP: Ministerio de salud publica

NC: Nitrocelulosa

NO: Oxido de Nitrogeno

OD: Densidad o6ptica (Por sus siglas en Inglés: Optical density)

OPS: Organizacion Panamericana de Salud

PAMP: Patrones moleculares asociados a patdgenos (Por sus siglas en inglés: Pathogen associated
molecular patterns)

PB: Buffer fosfato (Por sus siglas en inglés: Phosphate Buffer)

PD: Promastigote desnaturalizado

PEG: Polietilenglicol



Xiv
PM: Proteina de membrana
PRR: receptores de reconocimiento de patrones (por sus siglas en Inglés: Patern recognition
receptors)
ROS: Especies reactivas de oxigeno (Por sus siglas en inglés: Reactive Oxigen Species)
RPM: Revoluciones por minuto
S: Semana
TBS: Tris salino buffer (Por sus siglas en inglés: Tris buffered saline)
TTBS: Tris salino buffer con Tween 20 (Por sus siglas en inglés: Tween 20 — Tris buffered saline)
WHO: Organizacién mundial de la salud (Por sus siglas en inglés: World health organization)
pg/mL: Microgramo por mililitro
pg: Microgramo

pL: Microlitro



XV

RESUMEN

Los IgY aviares son anticuerpos policlonales resultantes de la respuesta inmunoldgica adaptativa.
Con varios prospectos aplicativos, los IgY se consideran como biomoléculas versatiles,
pudiéndolas usar como biomedicamentos alternos y herramientas de inmunodiagnéstico. Al
poderse modular, se pueden generar para potencializar el reconocimiento de patdgenos de
relevancia clinica, como la Leishmania mexicana. En esta investigacion se produjeron IgY anti
Leishmania mexicana, comenzando con la inoculacion de promastigote inactivado por via
intramuscular en diferentes periodos de inoculacion en gallinas Lohmann Brown. El 24% de los
huevos resultantes fueron tratados hasta la obtencion de IgY anti L. mexicana por precipitacion con
Sulfato de Amonio y purificacion por cromatografia de afinidad. Se obtuvo inmunoglobulinas de
175 kDa con estructuras completas, en concentracion promedio maxima de 6.3 mg/mL por yema.
Estos IgY fueron especificos para el reconocimiento del parasito objetivo, reconociendo proteinas
estructurales y virales como la GP63 por protocolos de Western Blot, y detectando concentraciones
minimas y méaximas de 5 y 50 pg/mL de parasito con dilucion maxima de anticuerpos hasta de
1:2000 en protocolos de ELISA. La capacidad de inmunoreconocimiento de los IgY se propone
como solucion a la necesidad de anticuerpos anti L. mexicana que se requieren para diagnostico e
inmunoterapias.

PALABRAS CLAVE:

e INMUNOGLOBULINAS POLICLONALES

e WESTERN BLOT Y ELISA

e TECNOLOGIA IGY
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ABSTRACT

Avian IgYs are policlonal antibodies resulting from humoral adaptive immune response. With
many application perspectives, IgYs are considered as the most versatile biomolecule, being able
to use as alternative biomedicine and as diagnostic tool. Being inducible, this antibodies could be
produced to potentiate the recognition of relevant clinical pathogen like Leishmania mexicana. In
this investigation IgY's anti Leishmania mexicana were obtained from the inoculation of inactivated
promastigote through intramuscular route in Lohmann brown hens in different inoculation periods.
From all the resulting eggs, 24% off all, with aleatory selection, were processed until precipitation
with Ammonium Sulfate and affinity chromatography purification to obtain IgY. The resulting
Immunoglobulin weight’s was 175 kDa with complete structure, with a maximum concentration
of 6.3 mg/mL per yolk. These IgYs have specific recognition of their target parasite, detecting
structural and viral proteins as GP63 in Western Blot, also identifying a minimum and a maximal
parasite antigen concentration of 5 and 50 pg/mL with maximal antibody dilution of 1:2000 in
ELISA. The avidity of immunodetection mediated from the IgYs, propose this as solution to the
necessity of antibodies anti L. mexicana for diagnostics and immunotherapy research.
KEY WORDS
e POLYCLONAL ANTIBODIES
e WESTERN BLOT AND ELISA

e IGY TECHNOLOGY



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Los anticuerpos son proteinas basicas en el desarrollo e investigacion de nuevas drogas
terapéuticas asi como de técnicas diagndsticas de rutina relacionadas con la citometria de flujo, la
inmunohistoquimica, el Western Blot y el ELISA (Acharya, Quinlan, & Neumeister, 2017).

Desde hace décadas, se generan anticuerpos policlonales de forma industrial, basandose en la
inoculacion de antigenos especificos en animales mamiferos para tener una fuente de
inmunoglobulinas, que son capaces de unirse y detectar el antigeno inoculado, este proceso
tradicional se describe en la Figura 1 (Bradbury & Plickthun, 2015). Este método ha permitido
obtener diversos anticuerpos para areas farmacéuticas o vinculadas con la investigacion. Este
proceso es completamente dependiente del estimulo inmunoldgico de un animal, que resulta

impredecible y varia respecto a la genética del animal en el que se aplique (Acharya et al., 2017).

Inject antigen @ Antigen activates @ Plasma B cells @ Obtain antiserum
into rabbit. B cells. produce polyclonal from rabbit containing
antibodies. polyclonal antibodies.

&
&, /'

—; \ & memory B cells sy
-‘ ( \ secreted
antibodies
antigen

plasma B cells

Figura 1. Protocolos tradicionales para obtencidn de anticuerpos policlonales en mamiferos
pequefios a partir de suero sanguineo.

Fuente: (OpenStax, 2018b)
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Un anticuerpo de tipo policlonal se encuentra dentro de una mezcla de varios anticuerpos,

donde todos tienen la capacidad de reconocer diferentes epitopes, esta caracteristica resulta eficaz
para antigenos heterogéneos, escasos, poco detectables o antigenos sumamente toxicos los cuales

se precise detener y neutralizar rapidamente (Acharya et al., 2017) .

Los anticuerpos se han considerado como biofarmacéuticos innovadores con mayor
efectividad, empleados para tratar enfermedades letales como cancer, enfermedades huérfanas y
como alternativa bioterapéutica. Para la generacion de los anticuerpos, se debe considerar: el
antigeno objetivo, la capacidad de deteccidn desde varios epitopes, y su funcién (Beck, Wurch,

Bailly, & Corvaia, 2010).

Las tecnologias clasicas de obtencidn de anticuerpos han resultado efectivas, pero conllevan
varias desventajas productivas, relacionadas con el costo, la reactividad cruzada y diferencias entre
metodologias de produccion y purificacion (Harley & Vieira-Pires, 2016). En el afio 1996 el Centro
Europeo de Validacion de Métodos Alternativos, menciona una metodologia alterna de produccion

de anticuerpos denominada Tecnologia IgY (Schade et al., 2005).

La tecnologia IgY se basa en los protocolos tradicionales, exceptuando el uso de animales
mamiferos, pero emplea aves de corral, como gallinas ponedoras. La respuesta post inoculacion de
las aves es generar anticuerpos homdlogos a los IgG, conocidos como IgY (Miller, Schubert,
Zajac, Dyck, & Oelkrug, 2015), que son concentrados en yemas de huevo por medio de
transferencia maternal de inmunoglobulinas como lo describe Klemperer en 1893 (Schade et al.,

2005)

Esta técnica se presenta como una alternativa menos invasiva y dolorosa para los animales

productores (Esmailnejad, Abdi-Hachesoo, Nasab, & Shakoori, 2019). Ademas de tener mayor
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prospecto terapéutico en el area biomédica y biotecnoldgica, los 1gYs tienen gran potencial para
ser utilizados en la elaboracion de anticuerpos recombinantes, utilizando sus caracteristicas
bioguimicas Unicas que potencializan su eficacia (Harley & Vieira-Pires, 2016). También en el
area diagnostica, los IgYs han sido disefiados para ser utilizados en inmunocitoquimica,

inmunohistoquimica y Western Blots (Sun et al., 2015).

Como se indica en la figura 2, las aplicaciones de los anticuerpos es enfocada en la
inmunizacion pasiva por administracion oral (Mdller et al., 2015) y varios anticuerpos pueden ser
purificados por medio de Fago Display (Khan et al., 2017) y obtener caracteristicas de anticuerpos

monoclonales.

IMMUNISED

BIRD Ig¥-technology
4&\ igY polyclonal
I
% @
research and
yolk passive diagnostic
1IgY antibodies immunotherapy
LYMPHOID
ORGANS Q@
S
bonsepr'ﬁgrmw Bulk B-cell @ B cell-sorting
bursa of Fabricius processing methods

B-cell population

Molecular cloning
of antibody genes

[CUGHT ] Jink | HEAVWY ] / ’3.\
‘r J
N A

IgY monoclonal
In vitro selection from anﬁm:;;netms:
phage-display libraries Fab, Fv, scFv

DN

Figura 2. Principio y prospecto aplicativo de la produccién de anticuerpos IgY en gallinas.
Fuente: (Harley & Vieira-Pires, 2016)
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En el Ecuador se han reportado IgYs para bacterias, dirigidas al campo clinico
principalmente veterinario. Es el caso de IgYs producidos para Salmonella spp. (Gordon, y otros,
2016) y también IgYs para deteccion de mastitis en bovinos por el antigeno de Staphylococcus
(Montenegro, 2016). En el Brasil y Per(, se han generado IgY's anti Trypanosona cruzi, parasito

del mismo orden de Leishmania (Grando et al., 2017; Méalaga-Machaca et al., 2017)

En el &rea terapéutica, los anticuerpos pueden ser aplicados de forma topica, oral, e incluso
de forma profiléctica (Spillner et al., 2012). Considerando estas caracteristicas, se propone a los
IgY policlonales como una biomolécula, capaz de detectar con especificidad Leishmania mexicana,
ademas las terapias mas actuales para este parasito, mencionan el requerimiento de anticuerpos que

tengan esta capacidad de deteccion.

Por ejemplo, se describe como técnica diagndstica las nanoparticulas marcadas con Au
unidas con anticuerpos anti Leishmania para inmunoensayos de flujo lateral (Figura 3) (Gedda,
Singh, Srivastava, & Sundar, 2019), también se habla de nanoesferas y nanoparticulas recubiertas
con IgYs, dirigidas a macréfagos infectados que liberen selectivamente drogas antiparasitarias
(Gedda et al., 2019). Los anticuerpos también se pueden emplear a manera de inmunomoduladores,
para activar la maduracién de linfocitos y estimular respuestas inmunolégicas (Taslimi, Zahedifard,
& Rafati, 2018) con la finalidad de contrarrestar la proliferacion sistémica de los parasitos.

A

Flow direction

Ab conjugated

1d il Testline
(e-8-to gold nenoparticies) (anti-analyte Ab) Controlline
[ (e.g. anti-IgG Ab)

Analyte

Figura 3. Pruebas de flujo lateral utilizando nanoparticulas conjugadas con anticuerpos
Fuente: (Koczula & Gallotta, 2016)



1.2. Justificacion del problema

El protozoo de Leishmania, es caracterizado como un parasito intracelular transmitido por
vectores, produciendo tres tipos de leishmaniasis: cutanea, mucosa y visceral, siendo estas
patologias de tipo endémicas en zonas geogréficas tropicales y sub tropicales. (Kumar, 2019;
Torres-Guerrero, Quintanilla-Cedillo, Ruiz-Esmenjaud, & Arenas, 2017). Se conoce que, la
manifestacion clinica mas reportada es la leishmaniasis cutanea, con el 95% de casos a partir de un
total aproximado de 12 millones de personas infectadas a nivel mundial (Franco-Paredes & Santos-

Preciado, 2015; Nassif et al., 2017).

Segln la OPS (2019), en sus reportes de infeccion para marzo del 2019 en el Continente
Americano, 17 de 18 paises reportaron leishmaniasis, principalmente cutanea. Ecuador ha
presentado un incremento de los casos y sin olvidar los paises con infecciones pre existentes como

el pais fronterizo, Colombia, y también Brasil (Nassif et al., 2017).

Al considerar que tiene un incremento poco controlado, la WHO ha categorizado la
leishmaniasis como la enfermedad emergente mas severa (de Vries, Reedijk, & Schallig, 2015), al
confirmarse en el 2016, una proliferacion activa en la transmision de Leishmania (OPS, 2019). Este
tipo de enfermedades influye directamente en una seccion vulnerable de la poblacion,
principalmente en paises en vias de desarrollo. Otros factores como el desplazamiento poblacional
y crisis econdmicas, limitan los planes de prevencidn, diagnéstico y tratamiento oportuno (Torres-

Guerrero et al., 2017).

La Leishmaniasis se encuentra dentro de la lista de enfermedades tropicales desatendidas
(Franco-Paredes & Santos-Preciado, 2015). EI Ministerio de Salud Publica del Ecuador (2014),

reporta que la leishmaniasis es de tipo antropozoonotica y la clasifican en el grupo de enfermedades
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transmitidas por vectores, junto con la Chicungunya, el Dengue y el Paludismo. También esta
clasificada junto con el Chagas, la Cisticercosis y la Malaria, todas ellas inhabilitantes y que afectan
directamente a regiones de pobreza extrema, a poblaciones indigenas y no comunicadas (Franco-
Paredes & Santos-Preciado, 2015). Después de la Malaria, la Leishmaniasis es la segunda
enfermedad causada por parasitos, que desencadena en la muerte del individuo que contrae el

protozoario (Kevric, Cappel, & Keeling, 2015)

En Ecuador se ha reportado en 22 provincias a nivel nacional, en zonas rurales de los valles
interandinos, zonas amazoénicas Yy la region costa (Hashiguchi et al., 2017). En el 2017 se establece
una incidencia de la enfermedad de 100 mil habitantes, de los cuales la leishmaniasis es méas comdn

en hombres mayores a los 10 afios de edad (WHO & OPS, 2018).

La transmisién depende tanto de los vectores como de los reservorios, para que el parasito
complete efectivamente su ciclo de vida por su condicién antropozoonotica, se hace énfasis en el
incremento de animales mamiferos domeésticos como reservorio de Leishmania, sefialando a los
perros como los principales y poniendo en riesgo a animales mamiferos silvestres como lobos y
roedores (Kumar, 2019). Kevric et al. (2015) recalca la adaptacion rapida de los vectores

transmisores a nuevas condiciones climatoldgicas, a la deforestacién y la urbanizacion.

Considerando el aumento de las cifras de infecciones positivas de importancia publica, se
plantea el control y diagnostico eficaz de Leishmania, ademas del desarrollo de vacunas que
contrarresten la proliferacion del parasito en personas y animales (Kumar, 2019). El control real,
se agrava al no contar con suficientes datos nacionales que relacionen la prevalencia de la
enfermedad, el diagnostico y su tratamiento (Calvopifia, Loor, Lara, Zambrano, & Hashiguchi,

2012).
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La exactitud del diagndstico, es primordial para el tratamiento, sin embargo existe poco
desarrollo relacionado con esta enfermedad, debido a la carencia de recursos destinados al control
(de Vries et al., 2015). Existen descritos métodos estandar de observacion directa, como pruebas
microscopicas de sangre y tejidos, ensayos que reportan sensibilidad del 49 al 70% (Mufioz, y
otros, 2018). Se aplican también pruebas inmunoldgicas basadas en serologia, pero la parasitémia
provoca nula respuesta humoral inmunoldgica, por lo cual existen escasos anticuerpos que revelen

la presencia de Leishmania en el organismo (de Vries et al., 2015).

Al no contar con diagnosticos rapidos y especificos, se considera de necesidad primordial, el

desarrollo de técnicas nuevas que mejoren la deteccion temprana y certera.

Para detecciones mas precisas, se utilizan técnicas como la PCR, que en Ecuador ha reportado
la identificacién del 100% de casos positivos a partir de muestras de sangre, teniendo como dianas
un gen del citocromo b y la region 18s ribosomal de Leishmania. (Mufioz, y otros, 2018). sin
embargo la técnica aun no es completamente aplicable (Gedda et al., 2019) y varios targets
genéticos como DNA ribosomal, DNA cinetoplasto o HSP, contindan en evaluacion (de Vries et
al., 2015). Ademas, para esta técnica diagndstica se debe considerar los costos de aplicacion y
disponibilidad para las regiones mas rurales donde la enfermedad es mas prevalente (Gedda et al.,

2019).

La problematica relacionada con la enfermedad no solo se enfoca en la cantidad de casos, la

rapida propagacion y el diagnostico especifico, sino también las terapias efectivas disponibles.

Los antimonios pentavalentes inhiben enzimas como la Tripanotiona Reductasa, y la
Topoisomerasa | que desactiva la transcripcién y replicacion (Vinaud & Junior, 2017) o inhiben

rutas metabdlicas relacionadas con la formacion de ATP (An, Harman, Esen, & Celik, 2019),
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farmacos como el Antimoniato de Meglumina o el Estibogluconato de sodio, han reportado efectos
secundarios relacionados con cardiopatias, afecciones renales y hepaticas (Nassif et al., 2017).
Miltefosina se aplica para control parasitario de Leishmania pero es una droga oncolégica (Gedda
et al., 2019). Anfoterisina B un antifungico que provoca efectos adversos relacionados con
nefrotoxicidad y miocarditis, y finalmente la Pentamidina que genera toxicidad gastrica y cardiaca

e incluso resistencia (Gedda et al., 2019).

En ciertos pacientes, exposiciones consecutivas al parasito o lesiones que curan solas, no
vuelven a generan cuadros clinicos de riesgo, por lo cual, no se han desarrollado o aplicado planes
de vacunacion (Thomaz-Soccol et al., 2018). Los indicios de inoculacién, mencionan vacunas con
Leishmania atenuada o Leishmania Knock Down con la que se tiene probabilidad de que el parésito
recupere su capacidad patogénica, mencionan también vacunas con proteinas recombinantes,
vacunas de DNA pero tienen la probabilidad de integrarse al genoma del portador (Thomaz-Soccol

etal., 2018).

Finalmente las propuestas terapéuticas, se basan en la aplicacion de anticuerpos anti
parasitarios, que inhiban las infecciones dérmicas, que funcionen como profilacticos y permitan el
desarrollo de técnicas de diagnosticas. (Thomaz-Soccol et al., 2018). Considerando estos objetivos,

se podria generar anticuerpos policlonales aviares con afinidad parasitaria.

Haciendo uso de la tecnologia de IgY, que comprende en la obtencion de anticuerpos de alta
especificidad en modelos In vivo, a partir de la inoculacién con un antigeno particular a gallinas
ponedoras. Los animales levantan una respuesta inmunoldgica humoral, de esta sefial, se generan
anticuerpos en el suero sanguineo y estos son transferidos a su nueva descendencia y almacenados

en la yema de los huevos (Amro, Al-Qaisi, & Al-Razem, 2018). De esta forma, las
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inmunoglobulinas aviares encontradas en huevos son de tipo A, M e Y, donde las IgY pueden ser
moduladas e inducidas para detectar antigenos puntuales, ademas de ser las méas abundantes y las

Unicas encontradas en yema (Pagliari, y otros, 2017).

Esta tecnologia se ha presentado como alternativa a la produccion de anticuerpos en mamiferos
pequefios, al uso de menos animales y con tratamientos menos invasivos y mas sencillos (Amro et
al., 2018). Ademas, representa una mayor produccion proteica de anticuerpos con pocas dosis de
antigeno inoculado y considerando la distancia genética entre mamiferos y aves, el uso de los IgY
en otras especies es completamente aplicable ya que no generan respuestas inflamatorias durante

tratamientos inmunolégicos (Esmailnejad et al., 2019).

La efectividad de las inoculaciones mantendran los titulos altos de anticuerpos, asi como
mejorara la especificidad de los mismos durante largos periodos de tiempo (Muller et al., 2015).
Los anticuerpos resultantes pueden ser empleados para controlar virus, parasitos y bacterias, como
neutralizantes de toxinas y antigenos, inhibidores de enzimas bacterianas, anti adherentes
bacterianos (Muller et al., 2015), activadores de leucocitos y estimulantes de maduracion para

linfocitos de tipo B (Lee, Syed, Choo, & Herng, 2017).

Del mismo modo se han disefiado IgY para parasitémias graves, como para Toxoplasma gondii
y Tripanosoma cruzi, de los cuales, T. cruzi también es causal de una enfermedad desatendida, la
enfermedad de Chagas (Méalaga-Machaca et al., 2017), este parasito es genéticamente similar a la

Leishmania, ya que pertenecen a la familia Trypanosomatidae (Grando et al., 2017).
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Los anticuerpos aviares policlonales se han usado tanto en el area médica humana, como en el
area veterinaria para animales domésticos y productores, como alternativa al uso de antibioticos
para bacterias entéricas y bacterias resistentes, que afecta la calidad y cantidad del ganado y sus
productos. Se han podido utilizar ademas como agentes neutralizantes de venenos de serpientes y

escorpiones (Huang & Ahn, 2019).

Dado a las ventajas que presenta la produccion de anticuerpos aviares, se propone el desarrollo
y aplicacion de la tecnologia IgY para la obtencion de inmunoglobulinas policlonales anti
Leishmania mexicana, como propuesta diagnostica mediante técnicas de ELISA y Western Blot,
incluso como biomedicamentos disponibles frente a la creciente incidencia de casos reportados en

el pais.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Obtener inmunoglobulinas aviares IgY contra Leishmania mexicana.

1.3.2. Objetivos especificos
e Obtener antigeno de Leishmania mexicana e inocular en gallinas de raza Lohmann
Brown.
e Obtener y purificar inmunoglobulinas aviares tipo IgY a partir de yemas de huevos
de gallinas inmunizadas.

e Caracterizar inmunoglobulinas IgY mediante Western Blot y ELISA.



11

CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Leishmania mexicana

La Leishmania es un protozoo intracelular de la familia Trypanosomatidae, del orden
Trypanosomatida del género Leishmania (Torres-Guerrero et al., 2017). Es paréasito digenético,
que presenta forma flagelar en su vector transmisor, denominado como promastigote, y cambia a
su forma sin flagelo en su huésped mamifero como amastigote (Kumar, 2019).

Leishmania es transmitida por vectores, que para el hemisferio occidental, comprendiendo la
region sur Ameérica, el vector responsable es la mosca de arena hembra del género Lutzomia.
Mientras que para el hemisferio oriental el género del vector es conocido como Phlebotomus

(Kevric et al., 2015).

El ciclo de infeccion de Leishmania comprende la fision binaria de los promastigotes en el
intestino de la mosca de arena, para luego ser liberados en el flujo sanguineo del reservorio
mamifero, donde los macr6fagos fagocitan y almacenan Leishmania en forma de amastigote

(Kevric et al., 2015; Sundar & Singh, 2018).

La transmision de Leishmania es de tipo zoo antroponética en un ciclo: transmisor - vector -
huésped. En la regidn occidental como huéspedes y reservorios, reportaron a animales mamiferos
como roedores pequefios y animales domésticos como los perros (Torres-Guerrero et al., 2017),
que post infeccion, permanecen asintomaticos por el mecanismo evasor del parasito hacia el
sistema inmunoldgico, permitiendo una proliferacion activa de Leishmania, aumentando su

concentracion en él huésped (Courtenay, Peters, Rogers, & Bern, 2017).
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En el ciclo de infeccion, la picadura de la mosca de arena en mamiferos libera un gel de
proteofosfoglicanos que contiene promastigotes de Leishmania, esta sustancia del gel resulta
inmunoestimuladora y desencadena el reclutamiento de los neutréfilos y macréfagos. Los
Promastigotes invaden a los neutréfilos y actian como caballos de Troya hacia los macréfagos y

los infecta (Sundar & Singh, 2018).

Los promastigotes interactian con los macréfagos mediante receptores, siendo la via mas
efectiva los receptores de complemento CR3 y CR1, mediado por los LPS y metaloproteinas como
la GP63, de esta forma los macréfagos los capturan y estos entran en un fagolisosoma inmaduro
para proliferar (Podinovskaia & Descoteaux, 2015; Sundar & Singh, 2018). Dentro de los

macrofagos se diferencia los promastigotes hacia amastigotes (Sundar & Singh, 2018).

Continuando con el ciclo, la mosca de arena genera una picadura en el portador, e ingesta sangre
con amastigote hacia el aparato digestivo y estos sobreviven a las enzimas digestivas al ser
encapsulados en una matriz peritrofica, donde cambian de morfologia hasta promastigote
nuevamente, Yy luego liberados en el intestino medio de la mosca y se dividen por fisidn binaria y
se mantienen adheridos a las microvellosidades del tejido mediado por los LPS, consecuentemente
alcanzan su forma infectiva hasta promastigotes metaciclicos y se acumulan la valvula estomodeal
(Sundar & Singh, 2018) junto con un gel de proteofosfoglicanos, que provoca la regurgitacion en
la mosca y con ello la liberacion de parasito mientras la mosca se alimenta de otro huésped

(Podinovskaia & Descoteaux, 2015) (Figura 4).
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El cambio morfoldgico entre promastigote hacia amastigote, es mediado por el incremento de
temperatura, pH y capturan Hiero (Podinovskaia & Descoteaux, 2015), dentro de vacuolas
parasitoforas que no maduran en fagolisosomas, dentro de estas vacuolas proliferan en estadio

amastigote hasta romper los macrofagos y liberarlos en el tejido (Sundar & Singh, 2018).
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Figura 4. Ciclo de desarrollo y proliferacion de Leishmania mediada por vectores, hacia sus
huéspedes y reservorios.

Fuente: (Petersen, 2016)

Para asegurar la estancia del parasito en su hospedero, Leishmania tiene varios modelos de
evasion del sistema inmunologico, el principal afectado es aquel desarrollado por los macréfagos.
En el desarrollo de la inmunidad adaptativa, los macrofagos después de la fagocitosis de un
antigeno, lo degradan en un fagolisosoma y lo presentan en el complejo mayor de
histocompatibilidad, HCM I, para luego ser expuestos en la superficie celular para activar cascadas

inmunoldgicas.
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Leishmania tiene la capacidad de inactivar la maduracion de los fagolisosomas evitando la
degradacion y presentacion cruzada. Interactuando en este proceso proteinas parasitarias como el
LPS y la GP63, que actlan directamente en la modulacion de la VAMPS8, encargada de la fusion
de membranas en particular del ensamblaje del fagosoma. Lo que impide el procesamiento del
antigeno, evitando la activacion de los linfocitos T y de células dendriticas por el MHC I,

inhabilitando por completo el sistema de reconocimiento y destruccion (Matte et al., 2016).

2.1.1. Manifestacion clinica
Post infeccion, los signos clinicos se presentan dependiendo de: la especie, la dosis de
Leishmania trasmitida y del estado inmunoldgico del huésped infectado. Cuando este logra
controlar la proliferacion de los promastigotes por los linfocitos T, la leishmaniasis cutanea, suele
curarse de forma autonoma, pero en otros casos la proliferacion es incontrolable y la parasitémia

puede ser incurable (Kevric et al., 2015).

La leishmaniasis cutanea se caracteriza por manifestar lesiones y ulceraciones en el sitio de
picadura. Se desarrolla desde papulas, luego vesiculas, y pustulas que rompen y generan la
ulceracion final con duracién de entre 5 meses hasta 20 afios. En el caso de no presentar segundas
infecciones, las ulceraciones no suelen ser dolorosas, pero estan relacionadas con cuadros febriles

e inflamacién (Torres-Guerrero et al., 2017).

Las lesiones pueden ser puntuales, satélites o incluso pueden expandirse a nivel de mucosa (de
Vries et al., 2015). También existen variaciones en el cuadro clinico, como la leishmaniasis cutanea
difusa donde hay baja reaccién inmunoldgica de deteccién por los linfocitos T y mayor
diseminacion provocada por la alta cantidad de amastigotes fagocitados (Franco-Paredes & Santos-

Preciado, 2015).
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La mayoria de especies de Leishmania desencadenan leishmaniasis cutanea, pero depende la
distribucion y localizacion geogréfica, determinando que L. mexicana, L. braziliensis, L.
panamensis y L. amazonensis son las mas comunes en América Latina (Franco-Paredes & Santos-
Preciado, 2015; Kevric et al., 2015; Torres-Guerrero et al., 2017).
Otra manifestacion, es la leishmaniasis mucocutanea, que destruye la mucosa nasofaringea
(Torres-Guerrero et al., 2017) generando complicaciones en boca, faringe y laringe, bloqueando
las vias respiratorias y generando sangrados en el tejido afectado (Franco-Paredes & Santos-

Preciado, 2015).

La leishmaniasis visceral, es el cuadro clinico méas agresivo, en el cual se presentan cuadros de
neutropenia, ictericia, trombocitopenia, hemorragias, dipnea, disenterias (Franco-Paredes &
Santos-Preciado, 2015), anemia, hepatomegalia, leucopenia, anorexia, fiebre, debilitamiento y
sudoraciones (Torres-Guerrero et al., 2017). En el caso de no ser tratado, se considera como una
patologia letal. En la region oriental, es conocido como fiebre negra y es asociado principalmente
con L. infantum, L. amazonesis y L. tropica, pero en pacientes inmunodeprimidos, Leishmania
mexicana también puede desencadenar leishmaniasis visceral (Franco-Paredes & Santos-Preciado,

2015; Torres-Guerrero et al., 2017).

2.1.2. Situacion actual en el Ecuador

Para la distribucion del parasito en América del Sur, segin la WHO, existen 17 paises para el
afio 2017 que presentan casos de Leishmaniasis, principalmente cutanea. Se reporta un valor
indicativo, denominado trienio para establecer valores de relacidn entre la incidencia de cada tipo
de leishmaniasis y la media de casos segun el pais (OPS, 2019). Un reporte mostrado en la Figura

5a, muestra al Ecuador con un estratificacion de riesgo medio para leishmaniasis cutanea.
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Para la region Sur Americana hasta el afio 2017 se describe un promedio por afio de 55 mil
casos, con decaimiento de la incidencia para el 2015 y un aumento del mismo para el 2016 (WHO
& OPS, 2018). La mayoria de casos reportados corresponden a Brasil, Colombia, Per( y Nicaragua,
con aumento de la prevalecia en El Salvador, Argentina, México, Ecuador y Costa rica (OPS,

2019).
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Fuente: (WHO OPS, 2018; OPS, 2019)

En relacion con los paises mencionados, los rangos geograficos caracteristicos para el
desarrollo de Leishmania, es en altitud de entre 0 a 1500 msnm y una temperatura ambiental
superior a los 20°C (Torres-Guerrero et al., 2017), concordando estos datos para los paises
tropicales mencionados. Particularmente en Ecuador, se ha podido encontrar Leishmania entre los

820 y 2500 msnm (Hashiguchi et al., 2018).
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Las cifras en Ecuador hasta el 2017, fue de Leishmania cutinea en 22 provincias del pais
(Hashiguchi et al., 2017). Existiendo con mayor prevalencia en sitios rurales de la region costera,

la pendiente Andina y la Amazonia, como indica la Figura 5b (WHO OPS, 2018).

La Leishmaniasis se conoce como una enfermedad infecciosa de notificacion obligatoria, desde
el 2005. Siendo Pichincha la provincia méas afectada, continuando con Esmeraldas, Manabi,
Morona, Orellana y Bolivar (Allende, Kennedy, & Delta, 2018). Manabi es la tercera provincia
con aumento de la incidencia de casos, relacionados con los desastres naturales aqui ocurridos
como el terremoto de abril del afio 2016 y el fendmeno del nifio, que en consecuencia aumentd la
temperatura ambiental, las precipitaciones y el desplazamiento humano. Por otro lado, se reporta
el desconocimiento del personal médico de la enfermedad, por lo que dificulta el diagnéstico y

tratamiento (Allende et al., 2018)

Relacionando esta informacion, existen cuadros de leishmaniasis no reportados, por lo tanto la
cifra final de infecciones no es oficial, indicandose hasta el 2014, 21.305 casos (Hashiguchi et al.,
2017) y una incidencia anual de 1632 casos, la mayoria reportada con LC (1605 casos) y 27 LM

(WHO & OPS, 2018).

El cuadro clinico relacionado con la leishmaniasis cutanea, es la presentacion de estadios
consecutivos que consta de ulceras, papulas, nddulos, cicatrices y eritema con duraciones de hasta
5 afios (Hashiguchi et al., 2017). También se ha encontrado leishmaniasis cutanea andina, que
genera lesiones pequefias en la piel con duracion de dos afios aproximadamente y cicatrices

profundas y estriadas (Hashiguchi et al., 2017).
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En cuanto al vector transmisor, en Ecuador se reporta cuatro especies de Lutzomia y como
huéspedes y reservorios portadores positivos silvestres, se mencionan las ardillas rojas, cusumbos,
0s0s hormigueros de oriente, perezosos de dos dedos, ratas y perros (Hashiguchi et al., 2017). De
los reservorios mamiferos en América del sur, los perros son el mas importantes para Leishmania,
encontrandose en ellos, L. infantum, L. braziliensis, L. mexicana, L tropica y L. major.
Concluyendo que en regiones con més prevalencia de canes, la probable exposicion a la infeccidn

hacia humanos es mayor (Franco-Paredes & Santos-Preciado, 2015).

2.1.3. Tratamientos y prospecto terapéutico
En cuanto al tratamiento, en Ecuador, como primera linea se utiliza Antimoniato de Meglumina
(Glucatime) y como segunda linea, anfotericina B desoxicolato (Allende et al., 2018; WHO & OPS,
2018), pero la mayoria de pacientes abandona el tratamiento por los efectos secundarios que
produce después de su uso. Dentro de las desventajas de la aplicacion principalmente de los
antimoniatos, se enlista las aplicaciones dolorosas, disfuncion hepética, vémitos y principalmente
la descontinuacion del medicamento por el poco acceso y disponibilidad en los centros de salud

(Hashiguchi et al., 2017).

El uso de antimoniato de meglumina (AM), es utilizado por 21 dias continuos de forma
intramuscular, en Ecuador se ha reportado una baja taza de recuperacion (80%), con probabilidades
de reactivacion de la parasitémia (15%) (Calvopifia et al., 2017). Incluso se relaciona con la alta
toxicidad del medicamento y otros efectos secundarios como cuadros febriles, debilitamiento, dolor
de cabeza y palpitaciones. Sin embargo, es el tratamiento recomendado por el Ministerio de Salud

Publica del pais (Calvopifa et al., 2017).
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Concentraciones altas de antimoniatos, mayores a 21 mg/Kg, administrados
intramuscularmente, han demostrado desencadenar reacciones adversas sistémicas, por lo cual se
mantiene esta dosis como base. Tampoco se puede administrar a nifios menores de dos afios,
mujeres embarazadas y a personas con problemas cardiacos, renales o hepaticos (Calvopifia et al.,

2017).

Estudios relacionados con el uso de AM, mencionan la reduccion de hemoglobina, urea,
plaquetas y células inmunolégicas como leucocitos, neutréfilos y linfocitos (An et al., 2019). La
“Food and Drug Administration” (FDA) ha clasificado al AM como una droga tipo C, ligado a
efectos adversos durante el desarrollo embrionario, desencadena dafio en el DNA y posee efecto
sobre Organos y tejido sanguineo, renal, hepéatico y cardiaco. Ademas de reducir la expresion
genética de genes anti apoptoticos, induciendo a la apoptosis celular en pruebas In vitro (Khosravi

etal., 2019).

Estudios clinicos del 2018 con antimoniatos usados de forma independiente y en combinacién
con otros farmacos como el Tamoxifen, ambos reportaron un porcentaje de eficacia del 53% de 38
pacientes con leishmaniasis cutanea provocada por Leishmania amazonensis. Mientras que los
efectos adversos reportados, se establecieron para el 87% de los pacientes, acotando sintomas como
artralgia, mialgia, dolor de cabeza y angiodema. Sin embargo los autores no indican resultados
satisfactorios de eficiencia post tratamiento y mencionan el requerimiento de tratamientos nuevos

frente a los escasos y poco seguros tratamientos disponibles (Machado et al., 2018).

Ademas de la toxicidad y la baja eficacia, los tratamientos convencionales pueden desarrollar
resistencia, como es el caso de la anfotericina B, un antimicrobiano y antifungico con actividad

anti Leishmania, que a su vez esté ligado con toxicidad renal, cardiaca y hepatica. Por otro lado la
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anfoterisina B liposomal, ha mostrado una menor toxicidad sin embargo la produccion resulta
costosa y poco viable. Del mismo modo ocurre con la Miltefosina, que genera resistencia durante
periodos largos de aplicacion, adicionando teratogenicidad y toxicidad gastrica (Akbari, Oryan, &

Hatam, 2017).

Los nuevos enfoques para la produccién de nuevas drogas para leishmaniasis, centran sus
objetivos en la produccion a bajo costo, baja toxicidad, resistencia, mayor eficiencia y facil
administracion, por ello se han planteado nanomedicinas a manera de trasportadores para aumentar
la biodisponibilidad y la entrega de drogas antileishmania a células especificas como los
macrdfagos. La micro encapsulacion o el recubrimiento de nanoparticulas con anticuerpos con
dianas especificas se menciona como un método alternativo y reemplazar el uso de drogas anti
Leishmania tradicionales (Gedda et al., 2019). Frente a esta posibilidad, se plantea la formulacion
de anticuerpos policlonales de amplio reconocimiento que posean como diana estratégica al

parésito de Leishmania.

2.2. Inmunoglobulinas Y

2.2.1. Historiay relacion evolutiva
Las inmunoglobulinas de tipo Y, son los anticuerpos de mayor concentracidn en sangre de aves
(Ferreira Junior et al., 2018). Descritos como anticuerpos maternos de transferencia en el afio de
1893 por Felix Klemperer (Kaiser, 2014). Leslie y Clem en 1969 los reconocieron como IgG dada
a su funcionalidad homologa, pero en afios posteriores fueron encontrados IgY en otros animales

vertebrados no mamiferos, como reptiles (Zhang, Calvert, Sutton, & Doré, 2017).
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Los IgY ademaés de estar presentes en el suero sanguineo, por mecanismos de trasferencia y
absorcion, son localizados en las yemas de los huevos como mecanismo de refuerzo inmunolégico

para al desarrollo embrionario (Ferreira Junior et al., 2018).

Los anticuerpos tienen un amplio espectro de especificidad y capacidad de union a antigenos,
asi como mediar la presentacion y procesamiento de linfocitos B y las células dendriticas, también

depuran de compuestos exdgenos, restos celulares y catabolicos (Kaiser, 2014).

En aves, se encuentran tres isotipos de anticuerpos: IgA, IgM e IgY. En las gallinas, estos
anticuerpos son formados por linfocitos tipo B en la Bursa de Fabricio y solo los IgY pueden ser
transferidos desde la sangre de la progenitora hasta ovocitos maduros (Ferreira Junior et al., 2018;
Atsushi Murai, 2013). Durante las diversas respuestas inmunologicas, los IgM son resultado de la
respuesta humoral primaria, mientras que los IgY se forman durante respuesta secundaria. Los IgA
son responsables de la primera linea de defensa, localizados principalmente en mucosa (Kaiser,
2014). Consecuentemente a los IgY se han denominado como anticuerpos aviares responsables de
la activacion y desarrollo de la respuesta inmunoldgica adaptativa humoral, frente a la exposicion

consecutiva de un antigeno (Ferreira Junior et al., 2018).

Segun evidencia filogenética, los IgY son ancestros evolutivos de los anticuerpos de mamiferos
IgG e IgE. La diferenciacion de anticuerpos comienza con los IgM como ancestro inicial, del cual
a partir de una duplicacion de genes, dieron paso a la formacion de los IgA. Mientras que los IgY
tienen una estructura mixta entre IgM e IgA en sus cadenas pesadas. Posteriormente, segun estudios
de convergencia evolutiva, se identifica los IgG e IgE que parten desde los IgY, y los diferencia
entre ellos el aparecimiento en su estructura una forma de bisagra caracteristica de los anticuerpos

de mamiferos (Zhang et al., 2017).
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2.2.2. Estructura proteica y caracterizacion
Las inmunoglobulinas tipo Y son glicoproteinas monémeras solubles en forma de Y, que
presentan una region cristalizable denominada Fc y una region de union al antigeno denominada
Fab. En la region Fc se encuentran las cadenas pesadas (CH) con cinco dominios altamente
conservados de cisteina y triptofano Col-4, de los cuales los dos ultimos dominios conservados,
Cv3-4 tienen relacion estructural con los IgG e IgE respectivamente (Hartle, Magor, Gobel, &

Davison, 2014; Zhang et al., 2017)

En Fab, se encuentran las cadenas ligeras (CL) y la region variante ligera y pesada (VL, VH)
por las cuales el anticuerpo sera capaz de unirse a los antigenos. Entre las cadenas pesadas y ligeras,
se forman puentes disulfuro que mantiene unidas las estructuras, ya que los IgY carecen de la

estructura de bisagra (Ratcliffe & Hartle, 2014) (Figura 6).

En cuando al peso molecular, se conoce son de entre 165 y 206 kDa (Kaiser, 2014), de los
cuales, las CH tiene un peso promedio de entre 70 y 50 kDa, mientras que las CL tienen un peso de
entre 37 y 25 kDa (Grando et al., 2017), siento los IgY los anticuerpos mas livianos en el suero
sanguineo de las aves, pero es ligeramente mas pesado que los 1IgG mamiferos (Spillner et al.,

2012).
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Figura 6. Estructura de una inmunoglobulina aviar de tipo IgY.
Fuente: (Harley & Vieira-Pires, 2016)

En el suero sanguineo de las aves, los IgY se encuentran en una concentracion de entre 5y 15
mg/mL, mientras que durante la transferencia hacia los ovocitos maduros, se puede encontrar entre
5y 25 mg/mL (Gaetani, Ambrosi, Ugo, & Moretto, 2017). En total, Los IgY comprenden un 75%

del total de todos los anticuerpos circundantes (Miller et al., 2015).

La funcionalidad de los anticuerpos depende de la estructura, determinando que, la region
variable Fab es la mediadora del reconocimiento y unién al antigeno, mientras mayor maduracion
haya en la produccién de los anticuerpos, mayor serd la capacidad de afinidad. La regién Fc de los
anticuerpos esta involucrada con la modulacion e interaccion con células inmunolégicas (Beck et

al., 2010).

Considerando la estabilidad de los IgY, mantienen su estructura y su actividad en rangos de pH
de entre 4 y 9, en temperaturas mayores de 65°C, e incluso pueden mantenerse estables por 3 meses
en temperaturas menores a 50°C (Miiller et al., 2015). la resistencia térmica y otros aspectos
fisicoquimicos de los IgY son atribuidos por su capacidad de glicosilarse, estos sitios de
glicosilacién se encuentran en la region Fc e intervienen en procesos fisioldgicos (Spillner et al.,

2012).
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La funcionalidad de los IgY esta ligado principalmente a la neutralizacién de antigenos, al igual
que su estructura homologa los 1gG (Lee, Atif, Tan, & Leow, 2017), promueve la opsonizacion de
los antigenos y las reacciones anafilcticas, puede unirse a monocitos y linfocitos con la capacidad
de activar o inhibir receptores celulares del mismo modo en el que interactta con los receptores Fc

en células como lo linfocitos B, macrofagos, monaocitos y células NK (Spillner et al., 2012).

2.2.3. Respuesta innata y adaptativa en aves

2.2.3.1.  Organos linfoides primarios

El timo y la Bursa de Fabricio, son tejido linfoide hematopoyético, que genera células
maduras como los linfocitos T y B respectivamente. EI timo es una estructura lobular localizada
en ambos lados del cuello de las aves rodeada de venas y capilares arteriales, posee una zona
subscapular, donde se genera la proliferacion de los linfocitos T inmaduros, que migran luego de
su maduracion. La Bursa de Fabricio, se ubica entre la cloaca y el sacro de las gallinas, que posee
epitelio plegado a manera de foliculos. Este 6rgano linfoide se encuentra rodeado de una capa
muscular y es activa durante la maduracién sexual, se atrofia y pierde su actividad a los 6 0 7 meses
de vida (Olah, Nagy, & Verdelde, 2014). Durante su actividad linfoidea activa, es encargada del
desarrollo y a formacién de los linfocitos B los cuales se encargan de la diversificacion de

inmunoglobulinas (Spillner et al., 2012).
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Figura 7. Organos linfoideos aviares, Timo y la Bursa de Fabricio.
Fuente: (Ribatti, 2015)

2.2.3.2. Respuesta innata

La respuesta innata es caracterizada por activarse de forma répida, gracias a la alta
frecuencia de reconocimiento mediado por receptores celulares, que en contra parte, tienen baja
discriminacion de antigenos. Actla como barrera constitutiva estando cubierta de sustancias
antibacterianas que son inducibles y varian en su composicion cuando entran en contacto con un
patdgeno (Juul-Madsen, Viertlb6eck, Hartle, Smith, & Gdbel, 2014). El sistema de complemento
también es parte de la respuesta innata, que consta de proteinas que se activan con el
reconocimiento de microrganismos, estimulando la fagocitosis, activando procesos inflamatorios,
la eliminacidn de células target y finalmente activa la respuesta de linfocitos T y B (Juul-Madsen
et al., 2014). Las células involucradas en este proceso son principalmente granulocitos, monocitos,

macrofagos, células NK y trombocitos (Juul-Madsen et al., 2014).

El reconocimiento de un antigeno se por medio de receptores PRRs que detectan PAMPs,
la deteccion mediada por los receptores es estimulada por los adyuvantes. (Juul-Madsen et al.,

2014).
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2.2.3.3. Respuesta Adaptativa

La inmunidad adaptativa se activa de forma mas eficiente al segundo contacto con los
antigenos, provocado por la memoria inmunoldgica. Esta capacidad de deteccion, mejora por los
clones celulares activados previamente en la respuesta innata y porque se aumenta la frecuencia de

células especificas de reconocimiento (Kaiser, 2014).

Para el desarrollo de este sistema, la presentacion de antigenos activa la respuesta
inmunoldgica, comenzando con el procesamiento del antigeno de forma exdgena o enddgena. De
forma enddgena el antigeno es desnaturalizando en el proteasoma y los péptidos resultantes son
expuestos en APCs junto con el complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHC 1). Los
antigenos expresados activan linfocitos T por el reconocimiento con receptores de tipo TCR,
desencadenando la proliferacion de linfocitos CD8+ citotdxicos para destruir patégenos
intracelulares. En el procesamiento exdgeno, comprende la internalizacion del antigeno, siendo
fagocitado por macrofagos y digeridos en fagolisosomas con proteasas acidas para su
fragmentacion. Los fagolisosomas almacenaran y conectardn con vesiculas que contienen
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC II). Este complejo antigeno-
MHC Il sera expresado en la membrana celular ya sea de los macréfagos o en células dendriticas,
para luego ser reconocidos por Linfocitos T helper de tipo CD4+ (Ratcliffe & Hartle, 2014) (Figura

8).
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Fuente: (Ferreira Junior et al., 2018).

De manera simultanea los linfocitos B son activados hasta la expansion clonal por dos
sefiales. La primera, independiente de Linfocitos T helper, y es mediada por los linfocitos B
maduros por los receptores BCR que identifican el antigeno, receptores tipo Toll y sefiales PAMPs.
Este proceso genera la produccién de IgM encargados de la respuesta innata (Abbas, Lichtman, &

Pober, 2000) (Figura 9).
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Figura 9. Activacion de células B independiente de células CD4 para la produccion de IgM.
Fuente: (OpenStax, 2018a)
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En cuanto a la segunda sefial, los linfocitos B, interactdan con el antigeno por medio de sus

BRC y son procesados y presentados al MHC |1, exponiendo en la superficie celular péptidos de
antigeno. Luego le corresponde a la interaccion de estos Linfocitos B con los linfocitos CD4+
helper, a través de la expresion del péptido por el MHC I, por medio del ligando de union CD40L

respectivamente (Ratcliffe & Hartle, 2014). (Figura 10)

La los linfocitos helper inducen a la maduracion y al cambio de clase que permite la
produccion de los diferentes isotipos de anticuerpos. Una vez que el linfocito B fue activado, se
inicia su proliferacién y la diferenciacion como célula plasmatica productora de anticuerpos,
durante la diferenciacion el linfocito B pierde su receptor BCR y sintetiza anticuerpos liberandolos
en el plasma. Cuando las células han proliferado y generado suficientes células de memoria, se
produce el “class swiching” que corresponde a la orden moduladora para producir una clase
diferente de anticuerpo de IgM a IgY correspondiente a la respuesta innata y adaptativa

respectivamente (Kaspers, 2014).
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Fuente: (OpenStax, 2018a).
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2.2.4. Maduracion de ovocitos y transferencia de anticuerpos

Durante la madurez reproductiva de la gallina, en los ovarios aun inmaduros, se desarrollan
los foliculos, que dentro de estos, se encuentran los ovocitos y representa a la yema de los huevos
futuros. Los ovarios alcanzan su madurez, durante la semana 17 y 25 de vida, lo que permite la

ovulacion y liberacion de un ovocito maduro hasta el oviducto (Wigley, barrow, & Schat, 2014).

El oviducto consiste de una estructura tubular que conecta el ovario y la cloaca de la gallina,
en esta estructura se generan las capas que recubren al ovocito maduro y proveen la estructura del

huevo como tal (Wigley et al., 2014).

El ciclo para la formacién de un huevo completo, se produce cada 24 horas desde la
ovulacidn hasta la ovoposicion (Figura 11a). La formacién en el tracto reproductivo comienza con
la liberacion del 6vulo hacia el infundibulo, donde se constituye la membrana vitelina y la primera
capa de albumen, luego pasa hacia el magnum para la formacion completa del albumen, luego hacia
el Istmo y formar aqui las primeras membranas del cascaron, para que en el (tero se complete la
cascara como paso final y se libere un huevo entero (Figura 11b) y el ciclo se repita nuevamente

(Kaspers, 2016).
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Figura 11. Oviducto aviar y conformacion de un huevo completo.
a. Estructura del aparato reproductivo de gallina donde se desarrolla el ovocito liberado.
b. Componentes estructurales de un huevo de gallina.
Fuente: (Kaspers, 2016)

Por otro lado, el mecanismo de transferencia de IgY es analoga a la trasmisiéon de
anticuerpos a través de la placenta en los mamiferos. En el cual, los anticuerpos son selectivamente
trasladados desde el suero de la sangre hasta la yema del embrién (Miller et al., 2015), Los Unicos
anticuerpos encontrados en la yema son aquellos generados por respuestas tardias humorales, es

decir los IgY. Mientras que IgM e IgA, se encuentran en el albumen (Lee et al., 2017).

La transferencia de inmunoglobulinas, comienza en la estructura ovérica folicular (Figura
12a) a los cinco o seis dias post inoculacién y activacion de la respuesta adaptativa humoral
(Schijns, Zande, Lupiani, & Reddy, 2014). A traves de la theca, los precursores de yema son
entregados desde el plasma sanguineo hasta el ovocito maduro, pasando a través de la membrana
basal, las células granulosas, la capa pre vitelina y por endocitosis de la membrana plasmatica hacia
la yema (Atsushi Murai, 2013). Por medio de este proceso son entregados precursores de

lipoproteinas de baja densidad (VLDL) y vitelogenina (VTGG) (Atsushi Murai, 2013).
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Por otro lado, la trasferencia vertical de inmunoglobulinas ocurre en dos etapas. La primera

de ellas involucra en la estructura folicular (Agrawal, Hirpurkar, Sannat, & Gupta, 2016), donde se
sostiene la teoria de la presencia de un receptor de IgY, denominado FcRY, que es similar al
receptor FCRn en la placenta para el transporte de IgG en mamiferos. Este receptor transfiere
selectivamente los anticuerpos por medio de translocacion y endocitosis a través de las membranas
de los capilares sanguineos hasta los foliculos ovéaricos, especificamente a través de la membrana

plasmaética del ovocito (Figura 12b) (Ferreira Junior et al., 2018; Atsushi Murai, 2013).
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Figura 12. Foliculo ovarico aviar y transporte materno de anticuerpos por seleccion.
a. Estructura de un foliculo ovéarico maduro de gallina.
b. Teoria de la translocacién de IgY maternos desde el plasma sanguineo hasta el ovocito maduro
por medio de receptores de membrana.
Fuente: (Atsuchi Murai, 2013).

La segunda etapa corresponde al transporte de anticuerpos durante el desarrollo final de los
huevos a través del oviducto de la gallina, durante el desarrollo del albumen, hacia la clara de los

huevos, son trasferidos anticuerpos IgM e IgA (Ferreira Junior et al., 2018).



32

2.3. Tecnologia IgY

2.3.1. Inoculacion de las aves

Este tipo de metodologia, se enfoca en la eficiencia productiva de anticuerpos que una
gallina a través de sus huevos y mediante del desarrollo de su respuesta inmunoldgica humoral
puede generar (Kaiser, 2014). La produccién de anticuerpos policlonales aviares, se aplica

basandose en tres aspectos fisioldgicos de las gallinas:

o La respuesta inmunolégica adaptativa, que al modularla, produce suficientes
anticuerpos especificos para un antigeno particular (Maller et al., 2015).

. Los anticuerpos policlonales IgY pueden producirse y mantenerse en un titulo
constante, segun la ruta y la dosis de inoculaciones constantes (Montini et al., 2018)

o La respuesta fisioldgica natural de la gallina, asegura una produccién constante de
huevos durante su vida reproductiva, lo que afirma una fuente continua de anticuerpos

(Esmailnejad et al., 2019).

Alrededor de estos tres puntos, se define aspectos de influencia para la produccion de IgY,

que varian segun la ruta de inoculacion, la dosis del antigeno y la exposicion (Montini et al., 2018).

Las rutas de inoculacion suelen ser: intramuscular, intradérmica o subcutanea, siento la ruta
intramuscular la mas comun, pero la via subcutanea genera anticuerpos de forma mas rapida. La
ruta seleccionada dependera del tipo de antigeno que sera suministrado y el adyuvante dispuesto a

usar (Montini et al., 2018).
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En cuanto a la concentracion de antigeno, se menciona que dosis bajas consecutivas pueden

ser suficientes para levantar una reaccion inmunoldgica, pero la concentracion del antigeno actuara
de forma efectiva siempre y cuando esté acompafiada de un adyuvante (Montini et al., 2018), para
el uso estandar de esta técnica, el adyuvante de Freud completo o incompleto, regular la liberacion
del antigeno hacia el organismo del animal inoculado, y generard una reaccion inmunoestimuladora

(Marcq, Marlier, & Beckers, 2015).

El adyuvante incrementa la inmunigenicidad de un antigeno al interactuar con los receptores
PRR de manera indirecta y de forma directa con los PAMPs, para que respectivamente se activen
células inmunoldgicas y se estimule la produccidn de citoquinas y quimioquinas (Apostélico,

Lunardelli, Coirada, Boscardin, & Rosa, 2016).

Los adyuvantes mas utilizados suelen ser mezclas complejas como: soluciones acuosas y
oleosas, con saponinas o con sales de aluminio. Dependiendo de su composicion activaran de forma
distinta la reaccion inmunoldgica, por ejemplo, las sales de aluminio interactlan con compuestos
lipidicos de la membrana celular de las células dendriticas, que las activa y aumenta la interaccién

con los linfocitos T CD4+ (Schijns et al., 2014).

Por otro lado, el adyuvante de Freund, se clasifica dentro de los adyuvantes en forma de
emulsion, y que puede ser: completo y contener componentes de micobacterium inactivado o
incompleto conformandose por una emulsion oleosa. Este adyuvante estimula la respuesta
inmunoldgica innata local, promoviendo la fagocitosis por células APC, la infiltracion de
leucocitos, la produccion de citoquinas y el incremento de anticuerpos (Apostoélico et al., 2016;

McKee & Marrack, 2017).
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En cuanto a la frecuencia de inoculacion, las exposicion consecutiva al antigeno afianzara

la respuesta inmunoldgica humoral, y para asegurar el proceso se recomienda inoculaciones
consecutivas en intervalos de 14 dias o una vez a la semana durante siete semanas sucesivas, con

la finalidad de desarrollar la memoria inmunoldgica (Schade et al., 2005).

2.3.2. Procesamiento de muestras para la obtencion de inmunoglobulinas
Se recogen los huevos y se procesan para la extraccion de 1gY, enfocandose en procesos
economicos, efectivos, de bajo impacto ambiental y que aseguren una obtencidn maxima de

anticuerpos (Schade et al., 2005).

Se debe considerar la composicion de la yema, para utilizar eficazmente la porcién que
contenga los IgY y mantenerlos estables durante su extraccién. La yema se compone de 36% de
grasa, 17% de proteina como a, B y v livetina y 46% agua. En la fraccion proteica, las vy livetinas,
corresponden al 47% y en esta fraccidn se encuentran las IgY. Finalmente el 1% corresponde a

carotenoides y compuestos inorganicos (Kaspers, 2016).

El primer paso para la extraccion de IgY corresponde a la remocién de la fraccion lipidica,
en el que se puede emplear pectina, solventes organicos como el cloroformo en solucion y con
centrifugacion se separan las proteinas solubles y precipita los lipidos de manera efectiva (Junior,
Santos, Bassi, Bittar, & Bittar, 2017). Se continta con la precipitacion de proteinas, el cual puede
generarse con PEG 6000 en concentraciones que aumentan progresivamente, e incluso puede ser
utilizado para la separacion de lipidos como primer paso. La precipitacion con PEG se determina
como método estandar ya que mantiene la especificidad y altos titulos de anticuerpos (Junior et al.,
2017) . También se utilizan procesos combinados Precipitacion-Purificacion, que utiliza sales

como sulfato de amonio o de sodio (Lee et al., 2017).
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La precipitacion de proteinas con sales de sulfato, consiste en reducir la solubilidad de una
proteina al aumentar la concentracion de sal usando soluciones saturadas, este proceso se conoce
como “Salting out”, en el cual por un proceso de solvatacion, la proteina interactia con un
cosolvente en este caso la sal, la misma que aumenta la tension superficial del agua e incrementa
la reaccion de hidrofobicidad entre el agua 'y la proteina, plegandose junto a la sal, para reducir su
tamario y el contacto con el agua y finalmente precipitarse. El uso de la sal de sulfato permite la
concentracion, purificacion, plegamiento y estabilidad de proteinas (Wingfield, 2016) y es
considerado como el método mas eficiente de purificacion para grandes escalas (Junior et al.,

2017).

2.3.3. Purificacion de anticuerpos por métodos cromatogréaficos

A continuacion de la precipitacion, se afiade el proceso de purificacion que puede
comprender diversos tipos de cromatografia como por intercambio idnico o afinidad (Spillner et
al., 2012). Incluso pueden llevarse a cabo, purificaciones Liquido-Liquido, donde los anticuerpos
pueden transferirse desde una solucion acuosa hasta soluciones mas hidrofébicas combinadas con

PEG (Gagnon, 2012).

Para la purificacion de anticuerpos se describen técnicas como la cromatografia de
intercambio i6nico, ya sea anionico o catidnico, los anticuerpos se unen a una matriz solida por
medio de variaciones de pH mediado por el intercambio de iones, para esto, consideran el punto
isoeléctrico de la proteina de interés y el pH optimo de unidn, lo que permite anclar proteinas de
forma selectiva, que luego son eluidas al cambiar nuevamente el pH para que vuelvan a su estado

neutro. Este proceso se utiliza ampliamente para la purificacion de 1gG (Gagnon, 2012).
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Se emplea también cromatografias de interaccién hidrofdbica o cromatografias con metales
inmoviles donde los anticuerpos se anclan a los metales por un cldster de histidina de la cadena
pesada, generalmente uniéndose a cobalto o zinc. La cromatografia de modo mixto, combina
mecanismos quimicos para la purificacion de anticuerpos, juntando por ejemplo protocolos como
la cromatografia de intercambio idnico, junto con la interaccion de metales. (Gagnon, 2012). La
cromatografia tiofilica se describe como modo mixto de purificacion, combinando la afinidad y la

hidrofobicidad (Gagnon, 2012)

La cromatografia por afinidad se conoce como la técnica de purificacion de cromatografia
liguida para anticuerpos con mayor selectividad, ya que emplea la union especifica y reversible
entre una proteina y un ligando (Arora, Saxena, & Ayyar, 2017). Esta interaccion se basa en
reacciones bioldgicas y quimicas, lo que permite incrementar la selectividad del proceso (Hage &

Matsuda, 2015)

Dentro de los componentes de una columna de cromatografia de afinidad, se describe:

e Ligando de interaccion: Se conocen como los agentes mediadores de la seleccidon de
proteinas target, pueden ser ligandos bioespecificos (Proteinas bacterianas A o
G(Staphylococcus aureus), L (Petostreptococcus magnus), lectinas o anticuerpos), pseudo
bioespecificos (Ligando tiofilico o hidroxiapatita) o sintéticos (Amalgamas de amino
acidos) (Arora et al., 2017).

e Matriz solida: Es un sistema de soporte el cual lleva inmovilizado los ligandos de
interaccion, deben constituirse de materiales que no generen absorcion y no se diluyan
facilmente, ademas debe tener un area superficial considerable, distribuida de forma

homogénea para permitir las reacciones de union y el paso de solutos. (Arora et al., 2017).
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Las columnas HiTrap de cromatografia de afinidad se caracterizan por tener como ligando
pseudo bioespecifico, la 2 mercaptopiridina, que utiliza uniones no covalentes para la retencion
temporal de una inmunoglobulina, en este proceso se genera una reaccion tiofilica de adsorcion
(GE, 2014). Esta reaccion es mediada por la capacidad de las inmunoglobulinas a unirse a grupos
tioeter o sulfonados del ligando (Arora et al., 2017). Mientras que la sal genera una interaccion

hidrofébica e hidrofilica entre el ligando para la aceptacién del anticuerpo (GE-Healthcare, 2017).

El proceso de unién de anticuerpo con el ligando, elucion con buffer sin sales, recuperacion y

limpieza se encuentran descritos en la Figura 13.

@ Target protein

. Non-specific
proteins Wash Elute

® e

Ligand immobilized on /

chromatography resin

(T 1 X

Figura 13. Proceso de la cromatografia liquida por afinidad con elucion de proteinas.
Fuente: (ThermoFisher-Scientific, 2009b)
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2.3.4. Aplicaciones y herramientas tecnologicas

Los huevos de gallina representan una herramienta para el campo medico humano y
veterinario, para el area farmacéutica y la biotecnologia, al ser estos una fuente de compuestos
bioactivos, uno de los mas importantes: los anticuerpos aviares (Lesnierowski & Stangierski,

2018).

Los IgY son los biocompuestos de mayor prospecto terapéutico, ya que se plantea trabajar
con ellos en el control de bacterianas en alimentos, patdgenas gastrointestinales y respiratoria y
ademéas poderse utilizar para el control de enfermedades de mayor gravedad como las
neurodegenerativas, por ello se plantea que estos anticuerpos sean una alternativa farmacoldgica

(Lesnierowski & Stangierski, 2018).

La distancia evolutiva entre mamiferos y aves, le confiere caracteristicas distintas,
principalmente de autotolerancia, por lo que los IgY no interacciona con componentes
inmunoldgicos de los mamiferos (Spillner et al., 2012), como por ejemplo: Los IgY no activan el
sistema de complemento y tampoco se unen a proteinas de estructura celular como factores
reumatoides, reduciendo la probabilidad de reacciones cruzadas e inflamatorias (Muller et al.,

2015).

Por ello, se presenta a la inmunoterapia como una de las principales herramientas
prometedoras (Gaetani et al., 2017; Spillner et al., 2012), enfocandose por ejemplo en la
inmunizacion pasiva de forma oral, ya que los anticuerpos soportan condiciones extremas como
las encontradas en el sistema digestivo (Muller et al., 2015), con esta caracteristica pueden ser
usados como enriquecedores de alimentos como tanto como herramienta profilactica, como para

aplicarlos como conservantes anti bacterianos (Gaetani et al., 2017).
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La inmunizacién pasiva también puede ser ampliada en el area ganadera, para controlar
patdgenos entéricos (Zhang et al., 2017), reduciendo el uso de antibiéticos como profilacticos o
como inductores de crecimiento (Li, Wang, Zhen, Li, & Xu, 2015), los IgY pueden emplearse para
infecciones bacterias, virales (Kollberg, 2015) e incluso parasitaria (Grando et al., 2017; Janior et
al., 2017), esta aplicacion puede reducir la creciente resistencia a los antibioticos tradicionales
(Kollberg, 2015). Las propiedades bioldgicas de los IgY les permite bloquear e inhibir toxinas no
solo de patogenos sino incluso de venenos, de tal manera que se consideran como medicamentos

alternos superiores a los medicamentos sintéticos tradicionales (Spillner et al., 2012).

En pruebas diagndsticas también han utilizado IgY, principalmente, las inmunoldgicas
como: ELISA, Western Blot, inmunohistoquimica e inmunopreciptacién, usando IgY como
anticuerpos de marcaje (Lesnierowski & Stangierski, 2018), también en pruebas que utilicen

nanoparticulas, donde los 1gY se encuentren acoplados (Spillner et al., 2012).

Pueden los IgY, ser empleados en forma policlonal o monoclonal, haciendo énfasis la probabilidad
de fragmentarlos y mejorar sus caracteristicas bioquimicas, ademas gracias a su composicién
genética mas sencilla, a diferencia de los anticuerpos mamiferos, se posibilita la generacion de
anticuerpos quiméricos Yy librerias genéticas para la ingenieria de anticuerpos (Harley & Vieira-

Pires, 2016) .
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Inoculacion de gallinas Lohmann Brown con antigeno de Leishmania mexicana
3.1.1. Obtencion de inéculo de Leishmania mexicana inactivada

Se tomd Leishmania mexicana a partir de cultivo celular, en concentraciones de 1x10’
promastigotes/mL. Estos fueron resuspendidos en 250 uL buffer PBS 1X estéril, para luego ser
inactivados con calor a 90°C por una hora. El antigeno inactivado fue preparado fresco el dia de

inoculacion, respecto el plan indicado en la Tabla 1.

3.1.2. Manejo de modelo In vivo para inoculacion de antigeno

La crianza, cuidado y recoleccion de los huevos pre y post inoculacion de las gallinas
ponedoras Lohmann Brown (Gallus gallus domesticus), se llevd a cabo en el Galpon de Taller
Avicola de las instalaciones del campus IASA | de la Universidad de las fuerzas armadas ESPE,

en la hacienda EIl Prado, ubicado en Selva Alegre del canton Rumifiahui en Pichincha, Ecuador.

Se dispuso de jaulas individuales para las gallinas (n=4), clasificando: Grupo control (n=1),
Grupo inoculado (n=3). Se mantuvo condiciones control como la desinfeccidn de agua con solucion

de cloro 5% y yodo y comida balanceada para gallinas ponedoras.
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Tabla 1

Plan de inoculacion aplicado en el modelo de gallinas Lohmann Brown

Referencias: S: semana, AFC: Adyuvante completo de Freund, AFI: Adyuvante incompleto de
Freund. v% Con inoculacion

Intervalo - Recoleccion de
Semana . Inoculacion Adyuvante
(Dias) huevos

Control v
S1 v AFC v/
S2 v/ AFI v
S3 v AFI v/
S4 4 AFI v
S5 7 v/ AFI v
S6 AFI v
S7 v/
S8 v/
S9 v AFI v/
S10 v/
S11 v/

Se recolectd todos los huevos segun el plan de inoculacion y se almacenaron a 4°C en el

laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas, ESPE.

3.2. Obtencién y purificacion de inmunoglobulinas policlonales aviares tipo IgY a

partir de yemas de huevos de gallinas inmunizadas

3.2.1. Deslipidacion y precipitacion de proteinas totales
El tratamiento de las muestras consistié en un primer paso de separacion de la yema del

albumen. El volumen final de la yema (17 mL promedio) en tubos Falcon estériles.

Se realizo la primera deslipidacion completando el volumen de la yema con solucién
deslipidante de pectina de manzana al 0.1% (9000-69-5, Sigma Aldrich), hasta aforar 50 mL

(Proporcién 1:8 aproximadamente).
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Se aplico solucion saturada de (NH4)2SOa4 en proporcion 1:1 (50 mL de sulfato de amonio por

cada fraccion de yema, un total de 100 mL por cada huevo) por goteo lento y agitacion.

Se resuspendié las proteinas en 150 puL de buffer PB 0.02 M (Na;HPO4 0.02 M (7558-79-4,

Loba Chemie) y NaH2PO4.H>0 0.02M (10049-21-5, Loba Chemie)) con pH 7.5.

3.2.2. Purificacién de anticuerpos aviares tipo IgY por columna de afinidad
Para el protocolo de purificacion se prepar0 cuatro diferentes buffers recomendados en el
inserto de la columna de cromatografia por afinidad para IgY, HiTrap IgY purification HP (GE,

2014).

Buffer de Union: Buffer PB 0.02M; (NH4)2SO4 1M; pH 7.5

Buffer Elusion: Buffer PB 0.02M; pH 7.5

Buffer de Limpieza: Buffer PB 0.02M; Isopropanol 30%; pH 7.5

Buffer Almacenamiento: Enatol 20%

La proteina total fue diluida en buffer de unién antes de pasar por la columna, en una proporcion
1:5. Se cargo6 en jeringuillas de 10 mL adaptables al sistema de y por goteo lento, se paso la muestra

en columnas de cromatografia (HiTrap, 17511101, GE Healthcare).

Se continuo con los lavados de unién, para luego eluir las proteinas retenidas recuperando las
fracciones positivas de IgY y almacenando a -20°C. Finalmente se lavo la columna con buffer de

limpieza y se reconstituyo la columna.
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3.2.3. Cuantificacion de proteinas por BCA
Se evaluo la concentracién de proteinas obtenidas, por medio del protocolo de BCA en Kit. En
placas de 96 pocillos de unién media (CLS90-17, Sigma Aldrich), se prepar6 una gama de proteina
estandar de albumina (9048-46-8, Sigma Aldrich), en concentracion desde 0 hasta 1000 pg/mL, y
se aplico 25 puL. de cada muestra pura en cada pocillo respecto a un plan de placa y se prepar6 el
reactivo de trabajo segln el nimero de muestras con el reactivo A y B (BCAl y B9643, Sigma

Aldrich), aplicando 200 puL en cada muestra.

Se incubd a 37°C por 30 minutos y leyo por espectrofotometria a 570 nm en lector de placa

Multistank. Se report6 los resultados por medio de regresion lineal de la curva estandar.

3.3. Caracterizacion de inmunoglobulinas IgY aviares
3.3.1. Western Blot para proteinas IgY y muestras de parasito de Leishmania.

3.3.1.1. SDS page, electroforesis vertical para proteinas:

Se corrié una electroforesis vertical desnaturalizante con geles de acrilamida — bis
acrilamida radio 19:1 (79-06-1, Sigma Aldrich). Se empled un gel separacion al 8% y 10% v/v, y
un gel de concentracion al 4% v/v. Se armé la cAmara de electroforesis vertical (Mini Protean

Electrophoresis Cell, 1658005, Bio Rad) afadiendo buffer de electroforesis 1X.
3.3.1.2. Preparacion de muestras:

Se preparo la proteina que fueron sometidas a choque térmico a 100°C por 10 minutos, seguido
de choque frio a 4°C por 5 minutos. Se cargd las muestras en dos geles, uno de ellos fue tefiido en
Azul de Coomassie (Coomassie Brillant Blue G 250 (6104-58-1, Himedia)) y otro fue usado para

transferencia.
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Se colocd marcador de peso molecular de 250 kDa (All Blue Prestained Protein Standards,

1610373, Bio Rad) y se corri6 en condiciones de 110 V, 400 mA por 75 minutos.
3.3.1.3. Transferencia en tanque semi hiumedo

Se realizd6 una transferencia a membrana de nitrocelulosa (SC-201705, Santa Cruz
Biotechnology), en tanque semi himedo Transblot turbo (1704150, Bio Rad), usando buffer de
trasferencia 1X. Se continud con tres ciclos de trasferencia a 25 V, 2.5 A y ocho minutos.
Finalmente se colocd la membrana en solucion de Rojo Ponceau (Ponceau S, 6226-79-5, Sigma

Aldrich) para tefiir y comprobar la existencia de proteinas.

3.3.1.4.  Inmunomarcaje de membrana

Se comenz6 con el blogueo de la membrana con leche sin grasa al 5% p/v (sc-2325, Santa Cruz

Biotechnology) en buffer TTBS y se incub6 toda la noche con rotacién constante a 4°C.

Para el bloqueo del marcador, se utilizd una solucién de leche al 3% p/v en buffer TTBS y se
incubd con las mismas condiciones que la membrana con proteinas.

Se continuo con la aplicacion de anticuerpo primario IgY y secundario de reconocimiento IgG
RAC HRP (A9046, Sigma Aldrich). Para el inmunomarcaje del marcador, se utilizé Strep Tactin

HRP (1610381, Bio Rad).
3.3.1.5. Revelado por quimioluminiscencia
Se utilizé luminol y perdxido en proporcion 1:1 (ImL) (Clarity Western ECL Substrate,

170560, Bio Rad), se aplicé sobre toda la membrana, e inmediatamente se revel6 en equipo C

Digit® en el programa Image Studio™ Lite con sensibilidad alta por 12 minutos.
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3.3.2. ELISA indirecto cualitativo para parasitos de Leishmania y pruebas cruzadas

3.3.2.1. Preparacion de muestras

Se prepard diluciones de antigeno segun la Tabla 2, utilizando muestras parasitarias sonicadas
de Leishmania mexicana, braziliensis e infantum y antigeno de bacterias inactivadas con calor a

90°C por 45 minutos, todas diluidas en solucion de Bicarbonato — Carbonato 0.1 M pH 9.6.

Se distribuy6 100 puL de cada dilucion en placas de 96 pocillos de union alta (CLS3590,

Sigma Aldrich), segtn plan de placay se incubd por toda la noche a 4°C.

3.1.1.1.  Incubacién con anticuerpo primario y secundario

Continuando con la sensibilizacion de la placa, se bloqued con solucion de leche al 5% p/v
en buffer PBS 1X, post bloqueo se aplicé el primer juego de anticuerpos IgY anti L. mexicana e
IgY controles en solucion de leche al 2.5% p/v con buffer PBS 1X. Se continud con la aplicacién
de anticuerpo secundario IgG RAC-HRP.
3.1.1.2. Revelado con adicion de sustrato
Finalmente se aplicd el sustrato 2,2’-Azino biz (3 etilbensotiazilna 6 — acido sulfénico) sal
diamonio (ABTS, A9941, Sigma Aldrich) diluido en Buffer Fosfato Citrato 0.05M pH 5 (P4809,

Sigma Aldrich) y activado con 0.025% de perdxido de hidrogeno H2O>.

Las placas fueron leidas por lector Multiskan por espectrofotometria a 405 nm, para

finalmente procesar los resultados.
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Tabla 2
Condiciones para pruebas ELISA para antigeno e IgY anti L. mexicana
Prueba Antigeno pg/mL Anticuerpo primario Diluciones
1 Control
5 S1
Reconocimiento 10 . S3
de L. mexicana . 'r?]\e(x‘:‘g‘;'na S5 1:500
L. mexicana 50 ' S8
100 S9
S11
5 1:500
Control 1:50
Reconocimiento 10 1:100
maximo y . IgY anti 1:500
m|’nin_10 con L. mexicana 15 L. mexicana 1:1000
IgY diluidos S8 1:2000
1:4000
1:5000
5 1:500
. L. mexicana 10 Control
Reconocimiento —
de otras 15
especies de S IgY anti
Leishmania: L. braziliensis 10 L. mexicana S5
L. braziliensis, 15
L. infantum 5 S8
L. infantum 10
15 S11
L. mexicana IgY Control
Escherichia coli lgY-
Pruebas IgY anti Bloqu—ead_os
Salmonella 10 . IgY anti 1:500
cruzadas e L. mexicana ;
enteritidis L. mexicana
Staphylococcus
aureus
3.1.1.3. Estadistica

Todos los datos fueron recolectados, tabulados y analizado en el programa GraphPad Prism 6.

Utilizando pruebas Anova de dos vias, para comparaciones multiples con prueba Tukey p = 0.05

y pruebas ROC con p = 0.05.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. Inoculacién de gallinas Lohmann Brown con antigeno de Leishmania mexicana

Se recolecto un total de 194 huevos, 151 del grupo de inoculacion y 51 del grupo control,
durante todas las semanas de inoculacion de las gallinas ponedoras, con una duracion de la fase
experimental de dos meses y medio de trabajo en campo. Dentro de este tiempo, no hubo

variaciones detectables en la produccién de huevos de las gallinas.
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Figura 14. Contabilizacion de huevos obtenidos durante la fase de inoculacion In vivo.
Referencias G: Gallinas S: Semanas

Como se observa en la Figura 14, se observa una produccion similar de huevos por parte
de las gallinas inoculadas en comparacion con la gallina del grupo control. Con un incremento de
produccion pico de huevos en la semana 4 y decae hasta la semana 7, para recuperar la produccion
en la semana 10. La semana 3 y semana 4 son las semanas con mayor recoleccion de huevos, 7 por

gallina en total, a diferencia de S7 que fue la menos productiva dos huevos por gallina.

Ningun animal fue sacrificado hasta el fin del trabajo en campo.
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4.2. Obtencidn y purificacion de inmunoglobulinas policlonales aviares tipo IgY a

partir de yemas de huevos de gallinas inmunizadas.

De todos los huevos recolectados, se procesaron 24% por seleccion aleatoria de todos los
huevos post inoculacion (Tabla 3), mediante deslipidacion con pectina al 0.1% Yy precipitacion de
proteinas con solucion de sulfato de amonio saturado. Los huevos restantes fueron almacenados a

4°C, conservando solamente los huevos de las gallinas del grupo inoculado.

Tabla 3
Huevos procesados para la precipitacion y purificacion de IgY anti Leishmania

Gallina Muestras Huevos procesados y purificados
purificadss ¢ s1  s3 S5 S7 S8 SO S10 Si1
Gl 1 v/
G2 9 vvioVvv v/ v/ v/ v/
G3 13 VRV RN AV NV SV AV AV R4 vV
G4 12 VRV AV RN AV N SN v/ v/ vV
Total 36 3 4 6 6 3 3 3 5

De los huevos procesados se obtuvo, en promedio, dos fracciones de 2 mL de proteina
precipitada total por cada muestra. Al procesar 36 huevos, se obtuvo un final de 72 fracciones

purificadas a través de cromatografia de afinidad por la columna HiTrap para IgY.

Posterior a la purificacién de proteinas, el protocolo de cuantificacion por BCA revel6:
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Figura 15. Concentracion de proteina IgY en mg/mL clasificada por semana

Se observo un incremento de la concentracion de IgY para todas las semanas de inoculacion
con respecto a la semana control, teniendo valores sobre el nivel normal de IgY. Segun el plan de
inoculacion empleado (Tabla 1), la fase de inoculacion consecutiva, con una duracion de 5

semanas desde S1 hasta S5, mostré un incremento constante de inmunoglobulinas.

En las semanas que no tuvieron inoculacion, entre S6 y S8, se observa una produccion
homogénea de anticuerpos, ya que aumenta en S7 y se mantiene en S8. En la semana S9, donde
ocurrio la dltima inoculacion, se observo un aumento de la respuesta inmunoldgica, generandose

aqui la mayor produccion de anticuerpos registrada durante todas las semanas evaluadas.
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Durante las dos siguientes semanas sin inoculacién, en S10 se observa una disminucion en

la produccidn de anticuerpos, sin embargo se mantiene sobre el nivel de anticuerpos control, este
valor se recupera en la S11, la semana final de evaluacion, donde el titulo de anticuerpos se

mantuvo aproximado a las mismas concentraciones obtenidas en S7.

El pico maximo promedio de produccion de IgY corresponde a una concentracion de 6.3

mg/mL, con un 70% de recuperacion post purificacion.

De forma puntual G2, no produjo huevos durante la primera semana de inoculacion. Pero
en la semana 5, presento la maxima concentracion de IgY durante la primera fase del proceso, con
una produccion maxima de 5.88 mg/mL de IgY por yema, en la semana S9 se obtiene nuevamente

un pico de produccion con una concentracion maxima de 8 mg/mL de IgY. (Anexo 1)

Para G3, se alcanzd su pico de concentracion en S7 con una concentracion 5.04 mg/mL,
comparandose a la concentracion méaxima obtenida de la S11 con 5.1 mg/mL de proteina. Ambas
concentraciones altas se generan en la semana que no se aplico antigeno por inoculacién. En la

semana 9 se obtuvo un valor aproximado de 5 mg/mL. (Anexo 1)

Finalmente para G4, en la inoculacion final, se presentd en su pico maximo de IgYs, durante
la S9 concentrando Ig con un valor de 5.792 mg/mL denotando como en S9 se reactivo de la

produccion de anticuerpos. (Anexo 1)

En cuanto al anélisis estadistico, utilizando Anova de dos vias en el programa GraphPad Prism, la
interaccién: Gallina inoculada — semana de inoculacion, no mostré un efecto significativo para la
produccién de IgY. Tampoco la prueba de comparaciones multiples revel6 diferencia significativa

entre los resultados.
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4.3. Caracterizacion de inmunoglobulinas IgY mediante Western Blot

4.3.1. Estructura de inmunoglobulinas IgY aviares por Western Blot directo

Para la caracterizacion estructural de las inmunoglobulinas tipo Y, se procedié al analisis
proteico por Western Blot, el cual generé un gel tefiido de Azul de Coomassie el cual observandose

en la Figura 16a. Consecutivamente la transferencia de proteinas en membrana de nitrocelulosa

teflida con Rojo Ponceau revel6 (Figura 16b).
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Figura 16. SDS page y Membrada de nitrocelulosa de proteinas IgY anti L. mexicana.
a. Gel de poli acrilamida al 8% tefiido con Azul de Coomassie R250
b. Membrana de nitrocelulosa tefiida con Rojo Ponceau.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la electroforesis SDS page, el gel control tefiido
reveld la estructura caracteristica de las inmunoglobulinas, localizando las cadenas pesadas en la
parte superior del gel y las cadenas ligeras aproximadamente en el centro y bandas intermedias en

la parte inferior del gel. De forma preliminar se observa en la Figura 16ay b.
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El analisis de peso molecular de estas bandas por el software Image Lab 6.0.1, reveld que
las bandas corresponden a: 1. Cadenas pesadas, con peso de 67 kDa, 2 y 3. Cadenas ligeras
fragmentadas con a un peso de 35 kDa y 22 kDa de peso y 4, 5 y 6 fragmentos pequefios de IgY

con 18, 17 y 15 kDa. Estas bandas en total, revelan un peso aproximado de las IgY de 170 y 175

kDa (Figura 17).
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Figura 17. Western Blot revelado por quimioluminiscencia para IgY anti L. mexicana.

4.3.2. Western Blot indirecto para tres especies de Leishmania.

Los IgY anti L. mexicana reconocieron efectivamente su antigeno objetivo, ademas de otras
especies de Leishmania: braziliensis e infantum. Se detect6 parasito de L. mexicana en diferentes

condiciones: sonicado, en promastigote puro y por proteina de membrana.
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Tanto en parasito sonicado como promastigote desnaturalizado, se observé la mayor cantidad

de bandas, entre ellas, bandas con pesos moleculares de 100, 90, 88, 79, 63, 42, 37, 32 y 30 kDa.
Mientras que en proteina de membrana se detect6 apenas 3 bandas con pesos de 100, 88 y 43,7

kDa (Tabla 4).

Respecto al reconocimiento para L. braziliensis y L. infantum, tanto en parasito sonicado, como
en proteina de membrana, los IgY anti L. mexicana detectaron proteina parasitaria para ambas

especies, de diversos pesos moleculares descritos en la Tabla 4 y expuestos en la Figura 18.

Los IgY anti L. mexicana detectan proteinas parasitarias comunes para diferentes especies de
Leishmania, reconociéndose proteinas en 100, 90, 80, 63 y 43 kDa. Cabe destacar que se generd

una mayor deteccion en L. mexicana en comparacion con L. braziliensis y L. infantum (Fig. 18).
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Figura 18. Western Blot revelado por quimioluminiscencia para proteinas parasitarias de L.
mexicana, L. braziliensis y L. infantum.
Distribucion de muestras de izquierda a derecha: 1. EPS L. mexicana, 2. PD de L. mexicana, 3. PM
de L. mexicana, 4. EPS de L. braziliensis, 5. PM de L. braziliensis, 6. EPS de L. infantum, PM de
L. infantum.
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Tabla 4
Analisis de pesos moleculares correspondientes a las bandas detectadas por IgY anti L. mexicana
en Western Blot.

Leishmania mexicana

EPS PD PM
Banda kDa Banda kDa Banda kDa
1 105.2 1 98.3 1 107
2 88.6 2 71 2 88.6
3 63.2 3 49 3 43.7
4 48 4 43
5 42 5 38
6 30 6 30
7 20 7 20
Leishmania braziliensis Leishmania infantum
EPS PM EPS PM
Banda kDa Banda kDa Banda PM kDa Banda kDa
1 100 1 43.3 1 98.3 1 93.3
2 46.2 2 63.2 2 84.1
3 41.8 3 41.8

4.3.3. ELISA indirecto para inmunodeteccion cualitativa de L. mexicana

Se evaluo la deteccion de L. mexicana con diferentes concentraciones de anticuerpo, utilizando

IgY anti Leishmania mexicana purificados de las semanas més relevantes.

Se observo un incremento paulatino de la deteccion del parésito desde la semana control,
durante la fase sin inoculacién, los IgY alcanzaron una maxima deteccion en la semana 8, en una

concentracion de L. mexicana de 50 pg/mL.
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Durante la semana 9, la capacidad de deteccion no es tan alta como en la semana 8, pero el
reconocimiento se incrementa nuevamente en la semana 11. Para todos los IgY de las semanas
evaluadas, excepto el control, todos tienen una capacidad de deteccion de Leishmania, desde una
concentracion minima de 5 y maxima de 100 pg/mL de antigeno, alcanzando una deteccion

maxima Optima en 50 ug/mL.

Un andlisis estadistico con prueba Tukey, (p=0.05) para comparaciones mdltiples, revel6 que
existe una diferencia significativa entre la deteccion de la semana control y S1, con S8, S9 y S11.
Determinando que la capacidad de reconocimiento es minima en primeras semanas de inoculacion.
Se detect6 una diferencia entre S3 y S8. Mostrando que los IgY de la semana 8, son los mas
especificos a su antigeno (p < 0.0001). Los datos detallados con sus respectivos p valor estan

descritos en la Tabla 5.

Esta informacion ratifica el incremento en la capacidad de deteccion de L. mexicana en funcién

del tiempo, siendo mayor desde S8 hasta S11 y menor desde S1 hasta S3.

La prueba Anova de dos vias determiné la interaccion significativa entre la deteccion de los
IgY en las diferentes semanas evaluadas con las diferentes concentraciones de antigeno del parasito

(p < 0.0001).

En cuanto a la concentracion de antigeno detectada la prueba de comparaciones mdaltiples,
resultdo que, los anticuerpos de la S8 detectaron concentraciones minimas de 1 y 5 pg/mL y
concentraciones maximas de 50 y 100 ug/mL de L. mexicana. Esto ocurre también con los IgY de

la semana 11 con reconocimiento minimo en 5 pg/mL y maximo en 50 y 100 pg/mL.
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Se denotando que los anticuerpos de S8 produjeron una mayor deteccion de L. mexicana en

concentraciones de antigeno maximas de 50 y 100 pg/mL (p = 0.001).

Los IgY correspondientes a S8 y S11, detectan eficazmente L. mexicana en una concentracion

maxima efectiva de 50 ug/mL.

La curva ROC, resulto tener un area bajo la curva de 0.8182, determinando una capacidad de
deteccion efectiva del 82%, con un p valor de 0.00155. Sensibilidad y Especificidad de 80 y 50%,

con un cut off de 0.17 OD.

Tabla 5
Resultado comparaciones multiples en ELISA para deteccidén de IgY anti L. mexicana con su
antigeno.

Referencia Parametro 1 Parametro 2

grafica Semana de Semana de P valor
Figura20  inoculacion inoculacién
Control S8 < 0.0001
Diferencia de # ontro S9 0.0032
reconocimiento S11 0.0013
entre IgY de S8 < 0.0001
diferentes & S1 S9 0.0064
semanas S11 0.0026
% S3 S8 0.0028

Parametro Parametro
1 2

Semana Antigeno Antigeno P valor

[pg/mL] [pg/mL]
1 50 0.0031
Diferencia de S8 100 0.0037
reconocimiento 5 50 0.0132
entre antigeno * 100 0.0156
dentro de la 1 50 0.0144
misma semana S11 100 0.0275

5 50 0.0290
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Se evalud también la capacidad de reconocimiento de los IgY en diferentes soluciones,
revelando que los IgY's detectan a su antigeno de forma eficiente en una dilucién méxima de 1:50

y minima de 1:2000 (Figura 19).

Los datos mostraron la diferencia significativa entre el reconocimiento de los IgY control (C
1:500), con las concentraciones desde 1:50 hasta 1:2000 (p < 0.0001) (Figura 19), siendo no
significativa la detecciébn en concentraciones minimas de 1:4000 y 1:5000. EI mayor
reconocimiento de IgY en 1:50, resultd ser significativamente diferente para diluciones menos

concentradas 1:4000 y 1:5000 (p < 0.0001) (Tabla 6).

Todas las diluciones de IgY detectaron concentraciones minimas de 5 y maximas de 15 pg/mL

sin observarse diferencia.

Para la deteccion entre dilucion de IgY 1:500 y 1:1000 resultd no ser significativamente
diferente, por lo cual para pruebas ELISA o Western Blot se recomienda el usar estas

concentraciones.
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Figura 19. ELISA indirecto con dilucién maximay minima de IgY anti L. mexicana para su
antigeno.
#Diferencia significativa entre el control con 1:50 hasta 1:2000 (p < 0.0001); &Diferencia
significativa entre 1:50 con 1:100 hasta 1:5000 (p < 0.0001); %No es significativamente diferente
1:500 y 1:1000 (p = 0.059)

Para esta prueba ELISA, la curva ROC reveld un area bajo la curva de 1, con un p valor de

0.005, Sensibilidad y Especificidad de 100% y un valor de Cut off de 0.2 OD.
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Tabla 6
Resultado comparaciones multiples en Elisa para IgY anti L. mexicana en diferentes diluciones.

Referencia
gréfica
(Figura 21)

Parametro 1 Parametro 2
Dilucion de IgY Dilucion de IgY

1:50

Diferencia de Control 1:100

# 1:500 < 0.0001
reconocimiento 1:1000
1:2000
entre IgY en 1:100
1:500
diferentes 1:1000

& 1:50 12000 < 0.0001
diluciones 1:4000
1:5000

% 1:500 1:1000 0.059

P valor

4.3.4. ELISA para inmunodeteccion cualitativa de otras especies de Leishmania

Se generd también pruebas de deteccién con otras especies del parasito. Utilizando
Leishmania braziliensis y Leishmania infantum como antigeno. Obteniéndose los siguientes

resultados (Figura 20).

Se produjo reconocimiento de L. braziliensis por los IgY anti L. mexicana (Figura 20a),
los anticuerpos de la semana 8 presentaron una mayor deteccion y afinidad en concentraciones

desde 15 ug/mL de antigeno. Los resultados obtenidos se describen en la Tabla 7.

Finalmente para L. infantum, también se obtuvo reconocimiento por medio de los IgY anti
L. mexicana. Revelando que los IgY de S8 y S11 pueden detectar una concentracion minima de 5

pug/mL y maxima de 15 pg/mL. (Figura 20b).
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Para esta prueba ELISA, del mismo modo de generd una curva ROC para conocer la capacidad de

descarte entre positivos y negativos, proveyendo un area bajo la curva de 1, indicando una prueba

perfecta entre la discriminacion entre positivos y negativos con un p valor < 0.001.
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Figura 20. ELISA de IgY anti L. mexicana, con otras especies de Leishmania: braziliensis e

infantum.
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Tabla 7
Resultados comparaciones multiples en ELISA de IgY anti L. mexicana con otras especies de

Leishmania.

Referencia

i Parametro Parametro |
gratica 1 semana 2semana P Vaor
Figura 22a
Diferencia de 4 S8 <0.0001
reconocimiento Control
entre IgY de S11 0.0013
diferentes semanas & S5 S8 0.0007
2 Parametro Parametro
8 Semana ! 2 p valor
= Antigeno  Antigeno
g pg/mL pg/mL
_ Diferencia de
reconocimiento = e
entre diferentes * S8 5
congentraciones de 15 <0.0001
antigeno dentro de
la misma semana S11 5 15 0.0039
Referencia grafica  Parametro Parametro |
(Figura 22b) 1semana 2 semana b valor
-  Diferencia de # Control S8 0.0006
. € reconocimiento & S5 S8 0.0026
-8 de
= e gy % S8 s11 0.0094

diferentes semanas
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4.3.5. Pruebas cruzadas con bacterias mediante prueba ELISA indirecto.

Un analisis de pruebas cruzadas revelé que los anticuerpos IgY anti L. mexicana, ademas
de detectar el antigeno parasitario, reconocieron bacterias de la microbiota como E. coli, S,
enteritidis y S. aureus. Los anticuerpos de la semana control detectaron estas bacterias, previo al

proceso de inoculacién (Figura 21)

Se separd los IgY mas afines a epitopes bacterianos, por un proceso de “bloqueo”, donde
los anticuerpos fueron expuestos a antigeno de bacteria. Este proceso aumento los 1gY especificos
para Leishmania, incrementando el reconocimiento en la prueba ELISA.

La condicién de los anticuerpos IgY anti Leishmania al ser de tipo policlonal, permiti6 que

se genere la deteccion de mas de un antigeno.
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IgY Bloqueado con antigeno de bacteria

Figura 21. ELISA indirecto para pruebas cruzadas con IgY anti Leishmania mexicana para
bacterias
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Considerando que los IgY anti L. mexicana pueden presentar un reconocimiento cruzado con
bacterias, la generacion de la curva ROC, revelé un AUC de 0.872, es decir, la prueba tiene un
87% de discriminacion entre positivos y negativos incluyendo antigeno bacteriano, mientras que
en el caso de solo utilizarse antigeno parasitario de L. mexicana la curva ROC presentdé un AUC
de 1 con un p valor de 0.009, con sensibilidad y especificidad del 100%. Ademas se reporté un

valor de 0.093 para el Cut off de esta prueba.
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CAPITULO 5. DISCUSION

5.1. Inoculacion de gallinas Lohmann Brown con antigeno parasitario

La inoculacién de gallinas de raza Lohmann Brown para la produccion de anticuerpos,
representd una alternativa eficaz para la obtencidn de una fuente fija de inmunoglobulinas, evitando
el sacrificio del modelo animal y costos altos mantenimiento (Pereira, van Tilburg, Florean, &
Guedes, 2019). Una gallina durante su vida reproductiva puede poner al menos 300 huevos, los
que pueden ser almacenados por al menos un afio a 4°C (Amro et al., 2018; Pereira et al., 2019),

preservando los anticuerpos IgY sin alterar su concentracion o funcion.

Se obtuvo en promedio un huevo diario, por parte de las gallinas del grupo de inoculacién

y del grupo control, lo que asegurdé una muestra disponible para analisis de IgY.

La gallina 2 (G2) del grupo inoculado, no produjo huevos durante la primera semana de
inoculacién, probablemente relacionado con la adaptacion de los animales en jaulas por los
espacios reducidos (Campbell, Lee, Hinch, & Roberts, 2017). Por ello se contd con un periodo de
cuarentena correspondiente a la semana control, para asegurar la adaptacion de los animales, luego

de este periodo la cantidad de huevos incrementa paulatinamente (Figura 14).

La adaptacion de las gallinas en las jaulas, no solamente se ve relacionada con el espacio
disponible, sino también a los objetos como comederos cercanos, bebederos y objetos para la
recreacion. Comederos cercanos aseguran la ingesta continua de alimento, que propicia la

ovoposicion de huevos completos y de peso aceptable (Campbell et al., 2017).

La disposicion de agua limpia también fue prevista, tratdndose con yodo y cloro de forma

semanal para evitar infecciones intestinales que afecten a los animales.
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La edad en la que las gallinas alcanzan su madurez reproductiva, es entre la semana 18 y
24 de vida (Esmailnejad et al., 2019), siendo este factor importante para el ciclo de ovoposicién y

concentracion de IgY en yema (Kaspers, 2016).

La produccion efectiva de anticuerpos no solo dependerd de una correcto estimulo
inmunologico, sino también de la edad y estado fisiol6gico. Respecto a Ol&h et al. (2014), gallinas
muy maduras pueden tener su Bursa ineficiente. Segin Koutsos et. al (2014) el tejido del timo o
de la Bursa puede liberar corticosteriodes, de los cuales, la corticosterona tiene la capacidad de
modular el sistema inmunoldgico. Cuando aumenta esta hormona de forma crdnica influenciada
por la exposicién a un antigeno o un agente estresante, influye directamente en la produccion de

anticuerpos, reduciendo su concentracion.

La alimentacién del animal es de suma importancia para que exista la suficiente energia
para mantener la respuesta inmunol6gica y asegurar la produccion de huevos completos que
contengan suficiente concentracion de IgYs (Montini et al., 2018), durante el desarrollo de la
respuesta adaptativa, el requerimiento nutricional es mayor y se reduce una vez que se ha activado

completamente (Koutsos & Klasing, 2014).

En cuanto a la via inoculacion de los animales, esta investigacion empled la via
intramuscular, con frecuencias de siete dias en diferentes tiempos de inoculacién, realizando un

total de 6 inmunizaciones, relacionando el tipo de adyuvante empleado y el inoculo administrado.
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El adyuvante de Freund completo e incompleto es utilizado para elevar la capacidad
inmunoldgica de un antigeno, liberandolo continuamente en el organismo del animal para asegurar
la respuesta inmunoldgica y mantener titulos altos de anticuerpos en sangre (Apostoélico et al.,
2016), siendo el adyuvante un factor de relevancia para la obtencion eficaz de inmunoglobulinas
(Montini et al., 2018). Su eficacia fue comprobada ya que los titulos de anticuerpos resultaron

mayores respecto a la concentracion control (Figura 15)

Siguiendo el mismo tratamiento que otros autores como Grando et al. (2017), Esmailnejad
et al. (2019) y Montini et al. (2018), la ruta intramuscular resultd ser efectiva para la
experimentacion realizada, teniendo en cuenta que se puede optar por ruta subcutdnea o

intradérmica pero los efectos de produccion de 1gY son iguales (Montini et al., 2018).

A pesar de que los adyuvantes de Freud son utilizados como Gold estandar para la
produccion de inmunoglobulinas dada a su eficacia, los componentes pueden desencadenar efectos
secundarios en los animales (Marcq et al., 2015). Para prevenir los inconvenientes, otros estudios
proponen otros inmunoestimulantes como los CpG ODN o adyuvante de Montanida (Marcq et al.,
2015). los CpG ODN, son oligodeoxinucletidos sintéticos que actian como inmunopotenciadores
y activan a las APCs para la produccion de citoquinas y quimioquinas para estimular la respuesta

inmunoldgica adaptativa (Apostolico et al., 2016).

El tipo de antigeno empleado también es crucial para levantar una reaccion inmunoldgica
efectiva, en el caso de utilizar parasitos o células completas la ruta intramuscular es la via mas
eficiente (Montini et al., 2018) siendo demostrado en este estudio, como ruta efectiva, ya que se

utiliz6 parasito completo inactivado con calor.
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La frecuencia de inoculacion, influye en la produccién de anticuerpos, considerando que los
IgY tienen un tiempo de vida media de 4.1 dias en plasma (Aizenshtein et al., 2016), las
inoculaciones se produjeron cada siete dias como indica Schade et al. (2005), de este modo se

asegura una produccion continua de IgY con titulos altos.

Se conoce que la respuesta adaptativa se genera por medio de dos vias, la primera el sistema de
respuesta adaptativa humoral en la cual se genera la produccion de anticuerpos y la respuesta
adaptativa celular en la cual actian los macrofagos y los linfocitos T y B (Davison, 2014). La
activacion, proliferacion y secrecion de inmunoglobulinas, por parte de los linfocitos B durante
respuestas de memoria (Ratcliffe & Hartle, 2014) fue el mecanismo inmunolégico activado durante

el protocolo de inmunizacion, que permitié la obtencidn de anticuerpos IgY.

5.2. Obtencion y purificacién de inmunoglobulinas aviares tipo IgY anti L. mexicana

Una vez que se ha estimulado la reaccion inmunolégica adaptativa de la gallina, a través de
la inoculacion consecutiva, los anticuerpos IgY en suero pueden tener una concentracion hasta de
5 mg/mL, los cuales al transferirse, pueden concentrarse 1.7 veces mas en la yema (Atsushi Murai,
2013). Segun Grando et al. (2017) en promedio, se puede obtener 8.5 mg/mL de IgY de cada yema
de huevo, segun Esmailnejad et al. (2019) pueden llegar a una concentracion de hasta 25 mg/mL.
Para esta investigacion, los IgY tuvieron un titulo maximo en promedio de 6.5 mg/mL.
Determinando que, los IgY se incrementaron al menos tres veces en comparacién con los IgY de

la gallina control, obteniéndose un incremento mayor que el reportado por Atsushi Murai (2013).

Los valores de IgY en promedio reportados coinciden con el reporte bibliografico por parte
de Hartle et al. (2014) mencionando que los IgY pueden encontrarse de entre 5y 7 mg/mL por

huevo y que la concentracion de IgY en yema va a ser proporcional a los IgY en suero.
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Amro et al. (2018) reportd también la existencia de razas de gallinas con mayor capacidad
de respuesta a ciertos patdgenos y dado a esto, ciertas gallinas pueden generar mayor titulos de

anticuerpo que otras.

En el estudio presentado por Grando et al. (2017) para la produccién de IgY anti
Tripanosoma cruzi, se utilizé una concentracion de parasito de 1x10* en forma de tripomastigotes,
concentracion de antigeno suficiente para llegar a titulos altos de IgY. Mientras que en este estudio
se utilizo una concentracion de L. mexicana de 1x107 promastigotes/mL, valor que es mayor que

la concentracion de T. cruzi.

Enel casode los IgY para T. cruzi se utiliz6 menos antigeno con parasito entero, en periodos
de inoculacion de 10 dias (Grando et al., 2017). Schade et al. (2005) menciona que es importante
el desarrollo inmunolégico humoral relacionado a la memoria, siendo este mas eficiente en
intervalos de tiempo de entre 10 y 15 dias, por lo que periodos muy cortos de tiempo pueden

desencadenar en la depresién de la reaccion inmune.

Esto puede verse reflejado en la semana 9, donde se aplicé el refuerzo de antigeno a los 21
dias, que fue suficiente para incrementar los anticuerpos de forma rapida en la misma semana y

mantenerlos en titulos altos hasta la semana 11.

Respecto a la estimulacion inmunoduladora, que fue activada por las inoculaciones
continuas, se menciona que, los IgY producidos para un antigeno especifico se pueden encontrar
en los huevos a partir del cuarto o sexto dia después de la primera inoculacion (Hartle et al., 2014;
Miller et al., 2015), dato que concuerda con los resultados obtenidos, ya que en los huevos
correspondientes a la primera semana post inoculacion dentro de un periodo de 7 dias, mostraron

concentraciones de IgY mayores a la concentracion de 1gY de los huevos control. Comprobando a
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su vez la transferencia materna de anticuerpos de plasma a yema en un periodo correspondiente a

la maduracidn folicular y al ciclo de ovoposicion como menciona Hartle et al. (2014).

Para extraer y obtener la maxima concentracion de anticuerpos se utiliza procesos
combinados o independientes, segin criterios de concentracion, pureza y actividad biolégica
(Junior et al., 2017), usando aqui un proceso combinado de extraccion y purificacion. Se comenz6
con el proceso de deslipidacion, aplicandolo pectina de manzana para liberar la mayor cantidad de
anticuerpos en la fase soluble, tanto la goma natural, como el pH de la solucion, son aspectos
fundamentales para obtener un maximo porcentaje de recuperacion de anticuerpos en fase liquida.
Utilizando la pectina se genera una interaccion entre el polisacarido con las lipoproteinas que
forman la emulsion de la yema, la interaccion se basa en interacciones ionicas, hidrofobicas y entre
puentes de Hidrogeno, y aqui radica la importancia del ajuste de pH en 4.5 para asegurar la

gelificacién y precipitacion de los lipidos (Tong, Geng, He, Cai, & Ma, 2014).

Consecuentemente, la concentracién optima de pectina para este proceso segun reporta
Tong et al. (2014), es del 0,1% para un porcentaje recuperacion del 86% de IgY, durante esta
investigacion la yema fue tratada por un proceso doble de deslipidacion con pectina al 0.1% con

pH 4.5 para incrementar el porcentaje de recuperacion de los IgY.

Posterior al proceso de deslipidacion, los anticuerpos encontrados en la fase liquida deben
ser separados y uno de los protocolos mas efectivos, responde a la precipitacion con sales de
amonio, como el utilizado aqui, que corresponde al sulfato de amonio (NH4)SOs4, que permite una
precipitacion efectiva segun la concentracion de la sal y ademas mantiene la actividad bioldgica

los anticuerpos (Junior et al., 2017), a pesar de ser eficaz para una obtencién facil de proteinas, no



70
suele presentar alta pureza (Tong et al., 2014), por lo que se continud con una purificacion por

columna de afinidad Hitrap especifica para IgY.

La columna empleada en este proceso fue una columna de cromatografia por afinidad,
mediado por una adsorcidn tiofilica por la 2 mercaptopiridina unida a sefarosa (GE, 2014), Janior
et al. (2017) menciona que, una cromatografia por interaccion tiofilica puede generar una
recuperacion del 100% de 1gYs, donde los anticuerpos y un ligando interacttian de forma selectiva
con los IgY en altas concentraciones de sal, esta, media la uni6 entre el anticuerpo y el ligando,
esta union es eluida con soluciones bajas de sal y liberando especificamente los IgY (Arora et al.,
2017). La casa fabricante de la columna de afinidad menciona que el porcentaje de recuperacion
de anticuerpos es del 70% (GE-Healthcare, 2017), concordando efectivamente con la recuperacion

reportada en este trabajo.

La variacion entre los porcentajes de recuperacion propuestos por Junior et al. (2017) y GE-
Healthcare (2017) dependen del ligando que corresponda a la membrana tiofilica, asi como del uso

de cromatografias de modo mixto.

5.3. Caracterizacion de IgY aviares anti Leishmania mexicana

5.3.1. Inmunoglobulinas aviares IgY

Posterior al proceso de purificacion se comprob6 que la estructura corresponda a las
inmunoglobulinas obtenidas, las cuales tedricamente presentan la estructura de dos cadenas
idénticas pesadas y dos cadenas ligeras, teniendo la cadena pesada cuatro dominios constantes

denominados Cv1-4 (Zhang et al., 2017). También se presentan dos regiones variantes pesadas y
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ligeras y regiones CDR mas grandes que los encontrados en anticuerpos mamiferos (Harley &
Vieira-Pires, 2016). Y en lugar de bisagra, puentes disulfuro y sitios de glicosilacion que mantiene

unidas las estructuras (Harley & Vieira-Pires, 2016)

Las otras bandas encontradas con pesos de 18, 17 y 15 kDa pueden ser fragmentos
resultantes de la desnaturalizacién, ya que la regién variable Fv compuesta de VH y VL tiene un
peso aproximado a los 25 kDa en anticuerpos monoméricos (Harley & Vieira-Pires, 2016).

Sin embargo se ratifica el hecho de que la estructura de los IgY es variante en cuanto al
peso molecular final (Grando et al., 2017). El andlisis de cada banda reconocida y mostrada en la
Figura 17;Error! No se encuentra el origen de la referencia., revel6 un peso molecular final de los
IgY anti L. mexicana de 175 kDa, peso aproximado al peso final de 180 kDa que menciona Méalaga-

Machaca et al. (2017) y Tong et al. (2014).

5.3.2. Afinidad para L. mexicana, braziliensis e infantum con IgY anti Leishmania

mexicana por medio de western blot.

Como fue indicado en los resultados, IgY anti L. mexicana tiene capacidad de
reconocimiento especifico hacia a su antigeno, que puede ser en estado puro de promastigote,
escindido por sonicacion o solamente proteina de membrana. Ademas de identificar L. mexicana,
la caracteristica policlonal de los IgY, permiten el reconocimiento de proteinas conservadas

similares entre el género Leishmania, detectando asi L. braziliensis y L. infantum.

La proteinas detectadas en muestras de promastigote y extracto sonicado de L. mexicana,
con bandas de peso molecular de 48 y 49 kDa, pueden corresponder a la B tubulina, asi como

también, fragmentos de esta a 20 kDa (Nugent, Karsani, Wait, Tempero, & Smith, 2004). De estas
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mismas muestras, se detectd una banda de 30 kDa aproximados que puede ser comparada con un
fragmento de GAPDH de 29 kDa. En la muestra de promastigote desnaturalizado la banda
correspondiente a 38 kDa, podria corresponder a la GAPDH completa como reporta Nugent et al.

(2004),

Que se encuentre GAPDH solamente en extracto sonicado y promastigote puro
desnaturalizado, concuerda con que no se encuentren estas bandas en las muestra de proteina de

membrana, ya que GAPDH es una enzima metabdlica, mas no constitutiva.

En proteinas de membrana, un estudio realizado por Lynn, Marr, and McMaster (2013),
menciona que existe una GP63 comun entre L. mexicana y L. infantum, dada a su similitud
estructural, ambas expresadas en estadio de promastigote. Resultado que concuerda con lo aqui
presentado ya que para las dos especies, los IgY anti L. mexicana marcaron una banda en 63 kDa,
que puede ser comparada con la proteina de virulencia responsable de la evasion de lisis en los

fagolisosomas (Lynn et al., 2013).

Segun estudios de filogenia, reportan que durante eventos evolutivos de expansion, la GP63
puede ser diferente en tres familias parasitarias, por esto la GP63 encontrada en L. braziliensis, es
diferente a la GPG3 reportada como comun en L. mexicana y L. infantum, ya que la GP63 de L.
braziliensis se compone de dos isoformas (Rodriguez, Scholte, Oliveira, Gabaldon, &

Bartholomeu, 2015), esto explica por qué no se reportd banda en 63 kDa para L. braziliensis.

En cuanto a proteinas de virulencia, se conoce que existe una proteina en los estadios de
promastigote de Leishmania, que corresponde a una metalopeptidasa de zinc con un peso molecular
de 63 kDa, representando el 1% de las proteinas de membrana del parasito, a esta glicoproteina se

la denomina leishmaniosin o incluso MSP (Major Surfase Peptidase) y que tiene ademas



73
caracteristicas similares a las metaloeptidasas de mamifero (d’Avila-Levy, Altoé, Uehara,
Branquinha, & Santos, 2014). esta proteina en los parasitos, tiene roles de adhesion en estadio
promastigote para mantenerse en el organismo de sus huéspedes invertebrados mas no una

actividad proteolitica (d’Avila-Levy et al., 2014).

Para L. infantum segln indican los estudios de Brotherton et al. (2012), las proteinas con
peso molecular de 100 kDa pueden estar relacionados con receptores de membrana extracelulares,
o como en 88 kDa, con proteinas transmembrana como la GPI16, ademéas que en L. infantum
existen proteinas conservadas que aparecen en procesos de patologia visceral, una vez que ha
entrado en el huésped mamifero, estas proteinas se encuentran en un complejo de antigeno
denominado A2 corresponden a un peso molecular de 42 y 100 kDa pero estas proteinas se

encuentran en el estadio amastigote (Akhoundi et al., 2013).

5.3.3. Reconocimiento de los IgY anti Leishmania mexicana en pruebas ELISA.

Las pruebas ELISA se reconocen como una de las pruebas de deteccién y cuantificacion
de antigenos o anticuerpos, con mayor sensibilidad en el area de inmunodiagndstico, influyendo la
afinidad entre un anticuerpo y el antigeno, a su vez reconociendo esta union por otro anticuerpo
gue se encuentra conjugado a una enzima que genera productos colorimétricos o luminiscentes

(Lin, 2015).

Como menciona Aydin (2015), la eficacia de la técnica se basa a la afinidad del anticuerpo
a su antigeno, ya que este no puede unirse a otra molécula que no sea la que el anticuerpo puede

reconocer (Aydin, 2015).
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Se observé en la prueba ELISA, que los IgY aumentan su afinidad y especificidad hacia su
antigeno respecto al tiempo, efecto que fue visualizado por su incremento paulatino, teniéndose
picos de deteccion en semanas como S8, S9 y S11, haciendo énfasis en la estimulacion humoral de

memoria y especificidad (Aydin, 2015)

En cuanto a los resultados generados con la prueba ELISA, correspondientes a la capacidad
de deteccion de los IgY anti L. mexicana hacia su antigeno, la curva ROC generd una capacidad
de discriminacion del 82%, con AUC de 0.82, valor que es aceptado dentro del rango como
menciona Fan, Upadhye, and Worster (2006) con una sensibilidad del 88% y una especificidad del

50% aproximadamente.

Segun la férmula para obtener el cut off propuesta por Lardeux, Torrico, and Aliaga (2016),
el cut off es de una OD a 405m de 0.17, identificando como reconocimiento positivo a la interaccion
de los anticuerpos recuperados de la semana 5, 8, 9 y 11, que detectaron antigeno desde los 25

pg/mL. Resultado que concuerda con el resultado de pruebas cruzadas.

En cuanto al ELISA empleado para analizar la dilucion maxima y minima capaz de
reconocer L. mexicana, el AUC de la curva ROC fue un valor de uno, con una capacidad de
discernimiento del 100% entre positivos y negativos, siendo 100% sensible y 100% especifica. El
cut off por seleccion del interprete como menciona Fan et al. (2006), fue obtenido respecto a los
resultados maximos en comparaciones maltiples, fijando el valor en un OD a 405nm de 0.15,
siendo asi los resultados positivos desde una diluciéon maxima de 1:50 y minima de 1:2000 de IgY.
Estos valores tienen relacion con los resultados presentados por Cakir-Koc (2016), en los cuales
una dilucion de IgY anti Toxoplasma gondii mayor a 1:3000, reduce significativamente con la

capacidad de deteccion del antigeno.
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Se reconoce que la cercania genética entre especies de Leishmania, propicia a que los IgY

anti Leishmania mexicana los detecten otras especies por sus caracteristicas policlonales. Para el
caso entre Leishmania mexicana e infantum, se reporta una diferencia de proteinas constitutivas
del 26% (Lynn et al., 2013), por lo que el 84% de proteinas similares de L. infantum podran ser

reconocidos por los IgY por su capacidad de deteccion policlonal.

La deteccién mediada por los IgY hacia otras especies de Leishmania, generé un AUC de
la curva ROC de 1, con sensibilidad y especificidad del 100%, y del mismo modo que la asignacion
del cut off por Fan et al. (2006), se definié este en 0.2, donde el reconocimiento positivo se genera
para los anticuerpos de la semana 8 para las tres especies y la semana 11 solo para L. mexicanay

L. infantum (Figura 20).

En las pruebas cruzadas, se observd un reconocimiento moderado por la bacteria
Staphylococcus aureus, a pesar de combinar los IgY con antigeno de esta bacteria para rezagar los
IgY mas afines por este antigeno, no hubo diferencia en la capacidad final de reconocimiento. No
se reporta bibliograficamente homologia entre la bacteria y el parasito en cuestion, pero si se
menciona que el S. aureus puede estar relacionada con la microbiota natural o enfermedades de

aves de corral (Ali etal., 2017).

Por otro lado, es comprensible que los IgY detecten Escherichia coli y Salmonella enteritidis,
considerando que E. coli es parte de las enterobacterias mas comunes en el area avicola y por su
lado la Salmonella enteritidis es agente causal de la mayoria de problemas industriales en el area

alimenticia avicola (Esmailnejad et al., 2019).
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se obtuvo inoculo inactivado por calor de Leishmania mexicana en estadio promastigote
que fue inoculado en gallinas ponedoras Lohmann Brown de forma intramuscular con
adyuvante de Freund completo e incompleto en aplicaciones semanales, en diferentes
periodos, durante 11 semanas post infeccion. La aplicacion de antigeno desarrollé del
estimulo inmunoldgico relacionado a la produccion de inmunoglobulinas, siendo estos
concentrados en yemas por mecanismos de transferencia materna, por lo cual, los huevos

de gallina fueron empleados como fuentes continuas de anticuerpos.

Se obtuvo anticuerpos IgY contra Leishmania mexicana en todos los huevos procesados
post inoculacion, obteniéndose una méaxima produccion de inmunoglobulinas en la semana
9 de investigacion, con una concentracién maxima promedio de 6.5 mg/mL de IgY por
yema, utilizando métodos estandar efectivos de deslipitacion con pectina 0.1%,
precipitacion con solucion saturada de Sulfato de Amonio y purificacion tiofilica

combinada con columnas de afinidad HiTrap.

Se caracterizo6 IgY contra L. mexicana como proteinas puras de peso molecular de 175 kDa,
de estructura completa con cadenas pesadas de 67 kDa y cadenas ligeras de 35y 22 KDa.
Estas inmunoglobulinas tuvieron una capacidad de reconocimiento de L. mexicana en
concentraciones minimas de 5 y maximas efectivas de 50 pg/mL de antigeno, con
anticuerpos de mayor especificidad en la semana 8 y 11 usados hasta en diluciones minimas

de 1:2000.
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Los IgY anti L. mexicana reconocieron proteinas constitutivas, metabolicas y patogénicas
del parasito, como B globulina, GAPDH, GP63 respectivamente por protocolo de Western
Blot indirecto. Se observé afinidad también por otras especies de Leishmania
principalmente con L. infantum ya que corresponden a la misma familia evolutiva,
reconocimiento que fue mediado por la caracteristica policlonal de los anticuerpos. Las

pruebas ELISA indirectas, generaron un valor de cut off de 0.2 OD y AUC de 1.
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CAPITULO7. RECOMENDACIONES

Se debe asegurar condiciones Optimas de mantencion para los animales, por lo que se
enfatiza en la sanidad animal, aplicando vacunaciones y limpiezas diarias tanto de
comederos como jaulas para evitar infecciones no deseadas que alteren el resultado de la
investigacion.

Los anticuerpos deben ser almacenados y tratados en cadenas de frio y esterilidad para
asegurar la conservacion de su actividad bioldgica.

La respuesta inmunoestimuladora relacionada con la especificidad y la memoria estan
estrechamente relacionadas con el tiempo del estimulo, por lo que se recomienda en
préximos analisis, utilizar periodos entre inoculaciones mas largos, para afianzar la
reaccion humoral y potenciar la produccion de anticuerpos.

Las cromatografias combinadas proveen un mejor porcentaje de recuperacion de IgY, las
columnas por afinidad empleadas en este estudio permitieron obtener proteinas completas
y mas puras, sin embargo el tiempo necesario para la purificacion, hace que esta técnica sea
extensa, por lo cual se recomienda, utilizar sistemas automatizados que regulen el paso de
la muestra por la columna, y poder aplicarlo e escalas industriales.

Se recomienda también emplear los IgY en pruebas citotdxicas In vitro, que permitird

catapultar este tipo de inmunoglobulinas como biofarmacos terapéuticos.
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