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RESUMEN

Objetivos: determinar los niveles de IgM, IgG total y Anticuerpos de Cadena Pesada (HCADs;
por su sigla en inglés Heavy Chain Antibodies) (1gG2 e 1gG3) en calostro de llamas y evaluar
la concentracion de HCADs en relacion a la IgG total y al isotipo convencional 1gG1.
Meétodos: en este estudio se utilizaron 15 llamas prefiadas, que fueron ordefiadas dentro de las
primeras 24 horas post-parto. Se disefiaron ELISAs Sandwich para la cuantificacion de IgM
total, 1gG total e 1IgG1. La concentracion de HCAbs fue calculada mediante la diferencia entre
IgG total e 1IgG1. (HCADbs =1gG total-1gG1).

Resultados: los niveles encontrados fueron: IgM=17.02 mg/ml (DS=9.85) IgG total= 42.54
mg/ml (DS=27.79), 19G1=24.34 mg/ml (DS=13.96) y HCADbs (IgG total-IgG1)= 18.19 mg/ml
(DS=15.49). Los resultados de 1gG fueron consistentes en relacion a lo descripto en otras
especies con similar tipo de placentacion. Los HCAbs representan el 43% de IgG calostral y la
concentracion de IgM presento valores muy altos (dos y tres veces mas elevados) que los

descriptos en las especies con similar tipo de placentacion.
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Conclusion: este estudio es el primero que evalUa la concentracion de cada isotipo de
inmunoglobulinas en calostro de llamas. Describimos niveles de IgM maés elevados en
comparacion con especies con similar placentacion. El isotipo 1gG1, que representa el isotipo
convencional, es el anticuerpo mas abundante en calostro, siendo los HCAbs la segunda
fraccion mas importante. Esta informacion puede ser Gtil en el manejo de neonatos con fallas
en la transferencia de inmunidad pasiva mediante el calostro.

Palabras claves: Calostro, llama, HCADs, IgM.

ABSTRACT

Objectives: to determine the levels of IgM, total 1gG, 1gG1 and HCAbs (IgG2 and IgG3) in
colostra of llamas and to evaluate the concentration of HCADs in relation to total IgG and the
conventional isotype 1gG1.

Methods: Fifteen pregnant llamas were used in this study, which were milked within the first
24 hours after delivery. Sandwich ELISAs were designed for the quantification of IgM, total
IgG and IgG1. The HCAbs concentration was calculated by difference between total 1gG and
IgG1 (HCADs = total IgG — 1gG1).

Results: The levels of Igs were found to be: IgM= 17.02 mg/ml (SD= 9.85), total 1gG=
42.54mg/ml (SD=27.79), 1gG1=24.34mg/ml (SD=13.96) and HCAbs (IgGtotal-lgG1) = 18.19
mg/ml (SD=15.49). Results regarding total 1gG are consistent with those described in other
species with similar type of placentation. HCAbs represented 43% of colostral 1gG and IgM
concentration presented values that were much higher (two and three times respectively) than
those described for species with similar type of placentation.

Conclusions: This study is the first which evaluate amounts of each immunoglobulin isotype in
colostra of llamas. We described a higher value of IgM in in comparison with species with
similar placentation type. The 1gG1 isotype, which represents the conventional isotype, is the
more abundant antibody in colostra, being the HCAbs the second important fraction. This
information may be useful in the management of neonates with failures in the transference of
maternal passive immunity by colostra.

Keywords: Colostrum, llama, HCADbs, IgM.



31 Caggiano N., et al. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias 8 (2) 2014: 29-40

INTRODUCCION

Los Camélidos Sudamericanos (CS) incluyen llamas, alpacas, guanacos y vicufias.
Estudios genéticos demostraron que la alpaca y la vicufia son muy similares, mientras que el
ancestro de la Ilama es el guanaco (Kadwell et al., 2001). Durante siglos la llama y la alpaca
han sido domesticadas, no ocurrié lo mismo con el guanaco y la vicufia que son especies
silvestres. Los CS fueron arrastrados a habitats marginales por presiones de caza y por la cria
extensiva de ganado. A pesar de lo anteriormente dicho, los CS muestran una gran capacidad
de adaptacion a ambientes considerados extremos para la ganaderia tradicional. En América del
Sur estos animales son explotados a alturas de 3.000 metros sobre el nivel del mar. La
produccion de CS se ha vuelto importante para la industria agricola-ganadera principalmente
por productos como la fibra, la carne y el cuero (Lichtenstein y Vil4, 2003).

El control sanitario es una de las piedras angulares en la optimizacién de la produccion
ganadera. Aungue hay varias vacunas que son comunmente usadas en CS, estas vacunas fueron
originalmente desarrolladas para otras especies de ganado. Una efectiva implementacion de
planes de vacunacion y de estudios en la seroprevalencia de enfermedades infecciosas que
afecten a los CS requiere una mayor comprension de sistema inmune de dichos camelidos. El
status inmunologico de un neonato es altamente dependiente de las inmunoglobulinas (Igs)
transferidas por calostro.

Asi como en los bovinos, equinos y ovinos, los CS tienen un tipo de placenta en la cual
la transmision materno-fetal de Igs durante la gestacion no es posible (Fowler y Olander, 1990).
Por esta razon, la Unica fuente de 1gG materna es el calostro. Como en otras especies
relacionadas, el epitelio intestinal de los camélidos permite la absorcién de grandes moléculas
como Igs durante las primeras 24 horas de vida.

Los CS tienen una pobre eficiencia reproductiva comparada con otras especies. Uno de
los puntos principales en la produccion de estas especies es el alto nivel de mortalidad durante
el periodo perinatal, siendo uno de los periodos méas vulnerables para la supervivencia. La
mortalidad neonatal est4 relacionada con la falla en la transferencia de inmunidad pasiva de 1gs
que ocurre en aproximadamente en un 9% de las alpacas en Pert segiin Garmendia Ay McGuire
T (1987), 0 un 20% de las llamas y alpacas en EE.UU seguiin Weaver D et al. (2000). La carencia
de inmunidad adquirida aumenta la susceptibilidad a enfermedades y la tasa de mortalidad de
camélidos, lo cual representa serios problemas econémicos.

Al nacimiento, las llamas y alpacas recién nacidas son hipogammaglobulinémicas,

teniendo valores de 1gG en plasma indetectables (Weaver et al., 2000; Bravo et al., 1997). La
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concentracion sérica de 1gG al nacimiento no fue precisamente determinada, aunque algunos
trabajos llevados a cabo en camélidos europeos encontraron niveles de 1gG de 0,26+0,23
mg/ml, (Wernery, 2001). Esta concentracidn es marcadamente mas baja que en una Illama adulta
(8,93+1,815 mg/dl), (De Simone et al., 2008). A las 48 horas de ingerido el calostro la
concentracion de IgG es de 23,29 mg/ml (Bravo et al., 1997).

Garmendia et al. (1987) consideraron que la transferencia de IgG ocurre cuando la IgG
sérica de los neonatos es cercana a los 9 mg/ml a las 48 horas posteriores a la ingesta de calostro.
El pico de concentracion de Igs séricas luego de la ingesta de calostro se da entre el primer y el
segundo dia de vida (Bravo et al, 1997). Vale la pena mencionar que la vida media de la IgG
calostral en plasma de una llama recién nacida es de 15,7 dias, siendo este valor similar para
las alpacas (Weaver et al., 2000). Por otro lado, la concentracion en plasma de HCAbs fue
demostrado que declina més répidamente que la IgG convencional (50% de reduccion en 14
dias vs. 20 a 25 dias respectivamente), (Daley-Bauer et al., 2010). Bravo et al, vieron en 1997
que la concentracion de IgG en la glandula mamaria de llamas y alpacas previo al parto
alcanzaba valores maximos que sobrepasaba en diez veces los valores séricos y que la cantidad
de proteina declinaba rapidamente luego del primer dia post parto. Una inadecuada nutricion
durante la gestacion tardia puede reducir la cantidad y la calidad de calostro.

En 1993, Hamers-Castermans et al., describieron, en suero de camélidos, la presencia
de isotipos de 1gG a los cuales les faltaban cadenas livianas. Este tipo de Igs han sido llamadas
Anticuerpos de Cadena Pesada. En la familia Camelidae, al menos tres subclases de 1gG fueron
descriptas (1gG1, 1gG2 e 1gG3), de los cuales la IgG2 y la 1IgG3 son HCAbs, mientras que la
IgG1 tiene la estructura convencional. Diferentes subisotipos han sido clasificados mediante
analisis gendmicos de secuencias de cadenas de ADN correspondientes a la region bisagra,
IgG1 tiene dos subisotipos (IgGla e 1gG1b) y la 1gG2 tiene tres (IgG2a, 1gG2b e 1gG2c)
(Nguyen et al., 1993; Vu et al., 1997). Estructuralmente los HCAbs carecen del dominio CH1,
aunque las secuencias codificadoras estan presentes. La ausencia del dominio CH1 en la
molécula de Ig es a causa de una remocién post-transcripcional al exon correspondiente
(Nguyen et al. 1998; De Genst et al,. 2006).

Se cree que la presencia de los HCAbs podria ayudar a los camélidos a desarrollar una
respuesta inmune humoral contra microorganismos que modifican sus antigenos de superficie
como mecanismo de escape (Stijlemans et al., 2004). La distribucion y las caracteristicas del
tejido linfoideo, el proceso de cambio de isotipo y la relacién entre isotipos y la respuesta TH1

y TH2 de los camélidos no han sido estudiadas detalladamente. Ademas, el rol bioldgico de los
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HCADbs en las especies que los producen no ha sido determinado, asi como su concentracion y
su rol biol6gico en la inmunidad pasiva.

En un trabajo previo hemos desarrollado un anti-suero contra isotipos de llama que nos
permitié medir IgM y las distintas las subclases de 1gG mediante ELISA (De Simone et al.,
2008; Saccodossi et al., 2006). En este trabajo, realizamos modificaciones en el ELISA
anteriormente citado para la cuantificacion de IgG total, IgM e 1gG1 en calostro. Es digno de
destacar que los trabajos realizados por otros autores se centraron en la medicién de
inmunoglobulina total solamente por métodos semicuantitativos.

El objetivo de este trabajo es determinar los niveles de IgM, IgG total, IgG1l y HCADbs
(1gG2 e 1gG3) en calostro de llamas y evaluar la concentracion de HCADbs en relacion a 1gG

total y el isotipo convencional 1gG1.

MATERIALES Y METODOS

Animales y muestras

En este estudio se utilizaron 15 llamas prefiadas, las cuales fueron ordefiadas dentro de
las primeras 24 horas post-parto. Por cada llama se tom6 una muestra de 15 ml de calostro el
cual fue obtenido mediante ordefie manual. Los animales muestreados pertenecen a un
establecimiento que se dedica a la cria de llamas ubicado en la provincia de San Luis, Argentina.
Todas las madres gozaban de buena salud y de un estado nutricional adecuado. Las muestras

una vez obtenidas fueron mantenidas a -20°C hasta su utilizacion.

Anticuerpos

Sueros policlonales de anti-IgM, anti-1gG total y anti-IgG1 (dominio CH1) fueron
obtenidos mediante la inmunizacion de conejos como fue previamente descripto (De Simone et
al., 2008). También se utiliz6 un anti-IgG de llama (H+L) policlonal de cabra conjugado con

una peroxidasa (HRP; Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, Tex.).

ELISAs Sandwich

Los ELISAs Sandwich fueron disefiados para la cuantificacion de IgM, IgG total e 1IgG1.
La concentracion de los HCADbs fue calculada mediante la diferencia entre IgG e IgG1 (HCAbs=
IgG total- 1gG1).
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Para la determinacion de la IgG total, se utilizé una placa de 96 micropocillos (Nunc,
Dinamarca) los cuales fueron cubiertos con 10 pg de anti-lgG de llama hecho en conejo’ (De
Simone E et al., 2008), e incubado durante 1 hora a 37°C. Los pocillos fueron lavados con una
solucidn salina de fosfato bufferada con un 0,05% de Tween 20 (PBST; del inglés phosphate-
buffered saline Tween) y bloqueada con un 3% de leche descremada en PBS durante la noche
a 4°C. Las muestras de calostro fueron agregadas en una dilucién de 1:100.000 en una solucion
de PBS con un 3% de leche descremada e incubadas durante 1 hora a 37°C. Los pocillos fueron
lavados cinco veces con PBST e incubados con el anti-lgG de llama conjugado con HRP,
realizado en conejo, diluido 1:2.000 en una solucién de PBS con un 3% de leche descremada e
incubados durante 1 hora a 37°C. Los pocillos fueron lavados de la misma manera que
anteriormente y la reaccién colorimétrica se llevé a cabo mediante una solucion de H202-TMB.
Una curva patron fue realizada con IgG purificada en un rango de 31,25 ng/ml a 100 ng/ml
mediante diluciones al medio. La densidad dptica fue medida mediante un lector de placas
Rayto RT-2100C a 450 nm.

El ELISA sandwich para la determinacion de IgM total fue realizado de la siguiente
manera: los pocillos fueron cubiertos con 10 pg de anti-lgM de Ilama realizado en conejo como
se describid previamente. Luego del lavado y el bloqueado, como se indic6 anteriormente, las
muestras de calostro fueron agregadas en una dilucién de 1:100 e incubadas durante 1 hora a
37°C. Luego de cinco lavados, los pocillos fueron incubados con un anti-IgM de llama
conjugado con HRP realizado en conejo en una dilucion de 1:200. Este anticuerpo secundario
fue marcado como se describié previamente, (De Simone et al., 2008). Luego de incubar y
lavar, las reacciones se realizaron como se describié previamente. Una curva patron fue
disefiada con IgM, (De Simone et., 2006), purificada en un rango de 0,15 pg/ml a 100 pg/ml
mediante diluciones al medio.

El ELISA sandwich para determinar 1gG1 total fue preparado de manera similar.
Primero 10 pg de anti-lgG1 de Ilama fue cargado en cada pocillo e incubado durante 1 hora a
37°C. Luego la placa se incub6 durante toda la noche a 5°C con leche descremada al 3% en una
solucion de PBS. A continuacion las muestras de calostro fueron incubadas en una dilucion de
1:200 en una solucion de PBS con un 3% de leche descremada durante 1 hora a 37°C.
Finalmente los pocillos fueron incubados con el anti-lgG de llama conjugado con HRP
sintetizado en conejo en una dilucion de 1:2000. La reaccion colorimétrica se desarroll6 con la
adicion de TMB. La curva patron fue preparada con IgG1 purificada a una concentraciéon de
100 pg/ml a 0,15 pg/ml. La densidad oOptica fue leida mediante un lector de placas de ELISA a
450 nm.
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Los HCADs fueron determinados mediante la diferencia entre 1gG total e IgGL1.

Analisis estadisticos
Los analisis estadisticos y los graficos fueron realizados mediante el programa Graph

pad prism 7.0.

RESULTADOS

La tabla y la figura 1 muestran los valores (media y desvio estandar) y el rango para
IgM, 1gG total, IgG1 y HCADs de las muestras de calostro. Igualmente observaciones previas
en terneros (Shearer et al., 1992) dieron como resultado que un 20% (3/15) de las muestras
tuvieron baja concentracion de 1gG (<20 mg/ml), un 40% (6/15) tuvieron una concentracion de
IgG intermedia (entre 20-50 mg/ml) y el 40% (6/15) restante tuvo una concentracion de 1gG

calostral alta (>50 mg/ml, Figure 2).

IsM IgG total IeG1 HCAbs
Media 17.03 42.55 24.35 18.19
DS 9.859 27.79 13.97 15.50

Rango 2.82-37.26  7.46-90.36  4.6-52.02  1.6-47.96

Tabla 1. Media (mg/ml), Desvio Standard (SD) y rango para cada inmunoglobulina calostral.
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La figura 1 muestra una gran variacion en la concentracion de IgG entre diferentes
muestras de calostro. La concentracion de 1gG en el calostro de llamas, determinada mediante
el método de ELISA, fue parecida a otras especies con un tipo de placentacion similar. Sin
embargo, en este trabajo, nos enfocamos en la evaluacion de la cantidad de 1gG1 y HCADbs. El
isotipo 1gG1 representa el 57.2% del total de 1gG, siendo este porcentaje levemente menor que
el encontrado en suero de llamas. En 11/15 de las muestras e observo que el mayor isotipo de

IgG encontrado fue IgG1, mientras que en 4/15 de las muestras la fraccion de 1gG predominante

fue la de HCADs.
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Figura 1. Valores de en muestras de calostro. Figura 3. Valores de relacion IlgG1/HCAbs
en muestras de calostro.
También se calculd la relacion IgG1/HCADbs y se observaron valores que rondaban a 1
(0,74-2,94) en 12/15. Los valores mas altos (>4) hallados en el resto de las muestras fue debido

a la baja concentracion de HCADbs de las muestras (Figura 3).
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Figura 2. Valores de IgM, IgG total, IgG1 y HCAbs en cada muestra de calostro.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos en aquellas especies con
similar tipo de placentacion. Trabajos realizados en bovinos demostraron que la concentracion
de Igs en calostro fue de entre 32 a 212 mg/ml con un valor promedio de 8,7 mg/ml de IgG e
IgM respectivamente' (Hurley, 2003). En bovinos el isotipo mayormente encontrado en calostro
es el 1IgG1, con valores de concentracion que van de 9 a 166 mg/ml (Baumrucker et al., 2010).
Valores similares también fueron encontrados por otros autores, (Davis y Drackley, 1998;
Murphy et al., 2005). En cabras la inmunoglobulina mayoritaria es la 1gG con valores de 59,9
mg/ml, mientras que el promedio de IgM fue de 6,14 mg/ml, (Chen et al., 2008). En la especie
anteriormente dicha, Yang et al. (2009) encontraron concentraciones de 1gG de 72,01 mg/ml.
En equinos la IgG es también la Ig mayoritaria con valores que van en un rango entre 31y 60
mg/ml, (Rouse e Ingram, 1970).

En este trabajo los valores de IgM encontrados fueron considerablemente altos
comparados con otras especies con similar placentacién. El dltimo hallazgo podria indicar la
existencia de un papel especial por parte de la IgM, por ejemplo un efecto protector en el tracto
digestivo del recién nacido. La concentracion de IgM encontradas en nuestras muestras fue dos
veces mas alta que las encontradas en otras especies. Por ejemplo, en calostro de bovinos los
valores hallados por otro autor fueron de entre 5,8 y 13,4 mg/ml, (Porter, 1972), con un valor
promedio de 3,19 mg/ml (Rudovsky et al., 2008), mientras que en porcinos los valores
promedio de IgM fueron de 3,2 mg/ml, (Bourne, 1973).

CONCLUSION

Muchos autores han descripto que los dominios VHH de los HCAbs tienen importantes
ventajas en comparacion con las Igs convencionales, sin embargo las propiedades fisioldgicas
de la molécula de HCADs en su totalidad no parece tener alguna ventaja cuando se compara con
las 1gs convencionales, (Ferrari et al., 2007). Ademas nosotros no fuimos capaces de demostrar
funciones efectoras como fijacion de complemento por parte de los HCADbs, cuando las Igs
convencionales tienen sitios de fijacion para Clg, (Saccodossi et al., 2012). Otro estudio
demostro que los HCAbs no aparecen en las respuestas inmunes de manera temprana sino luego
de la accion de 1gG1 (De Simone et al., 2008). En este estudio demostramos la presencia de
HCADbs en calostro, sin embargo el isotipo predominante fue la molécula convencional de 1gG.

Este trabajo nos acerca al esclarecimiento del rol de los HCAbs en la inmunidad pasiva.
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Estudios futuros son necesarios para mejorar estrategias profilacticas basadas en la vacunacion

y en la transferencia de Igs a los neonatos.
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