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ABSTRACT

Keywords: excretory-secretory antigens, somatic antigens, IgY, Leishmania peruviana, leishmaniasis, promastigotes, Western Blot.  

The purpose of this study was to determine the somatic and excretory-secretory antigens by 
Leishmania peruviana electroblotted using IgY antibodies produced by immunized experimental 
Gallus gallus. Antigens were obtained by centrifugation of promastigotes grown at 37 °C for 20 h 
in Minimun Essential Medium-Eagle (MEM-Sigma), the supernatant containing the excretory-
secretory antigens and somatic antigens sediment. For the anti-leishmania antibodies IgY, two 
hens were immunized first with the excretory-secretory antigens and the second with somatic 
antigens. When faced with L. peruviana antigens with IgY it was noted that somatic antigens 
produced ten antigenic bands with molecular weights of 10, 12, 17, 20, 31, 38, 69, 87, 93 and 105 
kDa; with excretory-secretory antigens nine antigenic bands of molecular weights of 17, 20, 31, 
52, 67, 78, 87, 93 and 105 kDa were produced, observing five common antigens 20, 31, 87, 93 and 
105. Such somatic and excretory-secretory antigens by promastigotes of L. peruviana that have 
been detected by electroblotting technique could be used in the future for diagnosis of cutaneous 
leishmaniasis.  
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Asia) o Lutzomyia spp. (Desde el sur de USA 
hasta el norte de Argentina) (Killick-Kendrick 
1999). La transmisión no vectorial es rara pero 
se da en forma experimental o accidental en 
laboratorios (Herwaldt 2001). El ciclo de 
transmisión se adaptando al ambiente 
peridoméstico y se está extendiendo a zonas no 
endémicas como resultado de la urbanización y 
deforestación, teniendo como potenciales 
reservorios a animales domésticos, donde la 
transmisión puede ser antroponótica o 
zoonótica. Esta interacción entre el cambio 
ambiental urbano y los mosquitos vectores son 
requisito previo para la enfermedad (WHO 
2002).

Las Leishmanias tienen como hospederos 
específicos al mosquito vector, que en el 
intestino se desarrolla la forma móvil flagelada 
denominada promastigotes, y a los macrófagos 
de mamíferos, donde crecen intracelularmente 
c o m o  a m a s t i g o t e s  c o n  f l a g e l a d o  

Las especies del género Leishmania son los 
agentes causales del grupo de enfermedades 
denominadas leishmaniasis, que tienen una 
variada gama de manifestaciones clínicas. 
Estás pertenecen al grupo de protozoarios que 
pueden causar enfermedad a los animales y al 
hombre, siendo transmitidos por mosquitos 
vectores denominados f lebotominos 
(Reithinger et al. 2007). Globalmente se ha 
estimado que existe de 1,5 a 2 mill de nuevos 
casos y 70000 mueren cada año, además 350 
mill de personas se encuentran en riesgo de ser 
infectadas y contraer la enfermedad (WHO 
2010).

La infección con leishmania típicamente es por 
vía vectorial, por mosquitos Phlebotomus spp. 
(En Europa, Norte de África, Medio Oriente y 

INTRODUCCIÓN

RESUMEN

Palabras clave: antígenos de excreción-secreción, antígenos somáticos, Ig Y, Leishmania peruviana, leishmaniasis, promastigotas, Western 
Blot.   

La finalidad del presente estudio fue determinar los antígenos somáticos y de excreción-
secreción de Leishmania peruviana por electroinmunotransferencia utilizando anticuerpos IgY 
producidos en Gallus gallus inmunizados experimentalmente. Los antígenos fueron obtenidos 
por centrifugación de promastigotas cultivados a 37°C por 20 h en Minimun Essential Medium-
Eagle (MEM-Sigma), el sobrenadante contenía a los antígenos de excresión-secresión y el 
sedimento a los antígenos somáticos. Para obtener los anticuerpos IgY anti-leishmania, se 
inmunizaron dos gallinas, a la primera con antígenos de excresión-secresión y a la segunda con 
antígenos somáticos. Al enfrentar los antígenos de L. peruviana con la IgY se observó que los 
antígenos somáticos produjeron diez bandas antigénicas con pesos moleculares de 10, 12, 17, 20, 
31, 38, 69, 87, 93 y 105 kDa; y los antígenos de excreción-secreción nueve bandas antigénicas de 
pesos moleculares de 17, 20, 31, 52, 67, 78, 87, 93 y 105 kDa, observándose cinco antígenos 
comunes de  20, 31, 87, 93 y 105. Dichos antígenos somáticos y excreción-secreción de 
promastigotas de L. peruviana que han sido detectados por la técnica de 
inmunoelectrotranferencia podrían ser utilizados en un futuro para el diagnóstico de 
leishmaniosis cutánea.
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indiferenciado. La leishmaniasis es el 
resultado de una carrera evolutiva entre el 
sistema inmunitario del huésped y los 
mecanismos de evasión del parásito que 
garanticen la supervivencia y la transmisión en 
l a  p o b l a c i ó n .  E l  e s p e c t r o  d e  l a s  
manifestaciones de la enfermedad y la 
severidad refleja la interacción entre el 
genoma del huésped y la del parásito, y la 
patología es causada por una combinación de 
acogida y las moléculas del parásito (Handman 
et al. 2005).

La leishmaniasis cutánea es endémica en más 
de 70 países del mundo, el 90% de casos 
ocurren en Afganistán, Argelia, Brasil, 
Pakistán, Perú, Arabia Saudita y Siria (Desjeux 
2004). La prevalencia de la leishmaniasis 
cutánea incrementa con la edad a partir de los 
15 años, la infección puede continuar hacia el 
grupo familiar, debido al corto rango de vuelo 
del vector (Killick-Kendrick 1999), así como 
la transmisión antroponótica (Brooker et al. 
2004) y la susceptibilidad genética 
(Castellucci et al. 2005). Anualmente se 
presentan 1,5 mill de nuevos casos, de las 
cuales sólo alrededor de 600 000 infecciones 
son oficialmente registradas. Se estima que 12 
mill de personas en todo el mundo actualmente 
infectadas (WHO 2010). El mejor diagnóstico 
y la notificación de los casos hacen que los 
registros estadísticos vayan aumentando. 
Además la asociación con infecciones 
oportunistas (VIH/SIDA) y la emergencia de la 
resistencia a las drogas antileishmaniasicas 
van aumentando debido al deficiente control 
vectorial y control de reservorios (WHO 
2000).

El aumento del riesgo de infección es mediada 
a través de malas condiciones de vivienda y 
saneamiento ambiental, la falta de medidas de 
p r o t e c c i ó n  p e r s o n a l  y  c o n d u c i d o  
económicamente la migración y el empleo que 
dan los ejércitos no inmune en contacto con 
moscas de arena infectadas. La pobreza está 
asociada con la malnutrición y otras 

enfermedades infecciosas, que aumentan el 
riesgo que una persona (una vez infectados) 
manifieste clínicamente la enfermedad (Alvar 
et al. 2006).

El primer signo de la infección es un típico 
eritema pequeño en donde el mosquito 
infectado pico al hospedero, luego el eritema 
se desarrolla en una pápula, luego en un nódulo 
que se ulcera progresivamente en un periodo 
de dos semanas a seis meses hasta llegar a ser la 
lesión característica de la LCL. Las lesiones de 
LCL varían en severidad, en apariencia clínica 
y tiempo de cura. Cuando los nódulos son 
diseminados y no ulcerativos desde el inicio de 
la infección es LCD. Cuando afecta a las 
mucosas es LMC que trae una serie de 
complicaciones con L. braziliensis ya que 
pueden desfigurar al paciente (Peters & 
Killick-Kendrick 1987).

Dependiendo de la especie de Leishmania, la 
resistencia a la infección es generalmente 
asociadas a la respuesta inmune del tipo T 
helper 1 que activa a los macrófagos para 
destruir intracelularmente a la Leishmania a 
través del óxido nítrico-dependiente, 
estimulados por el IFN γ yIL-2 (Soong 2008). 
Por el contrario, la progresión de la 
enfermedad se asocia generalmente con una 
respuesta de tipoT helper 2 que activa la 
inmunidad humoral, estimuladas por la IL-4, 
IL-10 (Qi et al. 2001). Estudios actuales han 
demostrado un papel perjudicial del IFN dado 
que los parásitos Leishmania preferentemente 
infectan y se replican dentro de los macrófagos 
activando la respuesta inmune celular 
favoreciendo la replicación del parásito y la 
infección de nuevos macrófagos, lo que podría 
promover la progresión de la enfermedad en 
lugar de controlar la infección (Xin et al. 
2010).

Las investigaciones diagnósticas tradicionales 
se basan en la identificación de amastigotes por 
histología o la microscopía directa, y el 
crecimiento de promastigotes en cultivo. 

Somatic antigens and excretion-secretion of Leishmania peruviana
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Diagnóstico por la reacción en cadena de la 
polimerasa parece estar acercándose a un 
"estándar de oro” con una especificidad del 
100% compatible con el aumento de la 
sensibilidad que se sitúa entre 92% y 98% 
(Vega-López 2003).

Los antígenos ya sean somáticos y/o de 
e x c r e c i ó n - s e c r e c i ó n  d e  d i s t i n t o s  
microrganismos vienen siendo estudiado y 
evaluados para ser usados en diagnostico o 
pos ib les  vacunas  de  enfermedades  
parasitarias, como las producidas por 
Leishmania chagasi Nicolle, 1908 (Vale et al. 
2009), Trypanosoma cruzi (Chapas, 1909)  
(Berrizbeitia et al. 2006), Dirofilaria immitis 
(Leidy, 1856) (Duménigó-Ripoll et al. 1991), 
Gnathostoma binucleatum Almeyda-Artigas, 
1991 (Caballero-García et al. 2005), 
Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 
1908) (Meira et al. 2008), Taenia solium 
Linnaeus, 1758 (Escalante et al. 2001), 
Hymenolepis nana (Von Siebold, 1852) 
Blanchard, 1892 (Chávez-Salas et al. 2007), 
así como para el inmunodiagnostico de 
Mycobacterias (Matsuo et al. 1990).

Los anticuerpos obtenidos de yema de huevo 
de gallina, tienen diversas aplicaciones, entre 
ellas se destaca su empleo en inmunoterapia 
oral (Larsson et al. 1993), así como en la 
producción de kits de diagnóstico. Además las 
inmunoglobulinas de las aves son análogas a la 
de mamíferos: IgA, IgM e IgG (Carlander 
2002). Sin embargo, al comparar la estructura 
de la inmunoglobulina G aviar y mamífera se 
observan diferencias en la masa molecular, 
siendo de 200 kDa en las aves y de 160 kDa en 
los mamíferos (Tizard 1982). Por otra parte, la 
inmunoglobulina G aviar posee gran similitud 
en su secuencia de ADN con la IgG humana 
(Shimizu et al. 1992). Estas características 
permiten que ambas IgG no presenten reacción 
cruzada (Frendscho 1994). Producto de estas 
diferencias la inmunoglobulina IgG aviar fue 
denominada IgY (Camenisch et al. 1999).

La IgY es transportada por vía transplacentaria 
desde el suero del ave a la yema del huevo, ya 
este fecundado o no fecundado. La 
concentración de IgY en el suero de la gallina 
es de aproximadamente 5-7 mg/ml (Carlander 
2002), en tanto la IgY en la yema de huevo es 
en promedio de 15 mg/ml. Por lo tanto, una 
yema de huevo de un volumen aproximado de 
15 ml contiene más de 100 mg de IgY; luego, 
desde una gallina en postura que produce 
aproximadamente 20 huevos por mes, se 
podrían aislar desde la yema más de 2 g de IgY 
(Carlander 2002), cantidad comparable con la 
producción de grandes mamíferos, como 
equinos y bovinos (Tizard 1982). Además, la 
obtención de anticuerpos a partir de la yema de 
huevo no representa un procedimiento 
invasivo, como el sangrado en conejos, 
evitando de esta manera el estrés y el 
sufrimiento animal (Broderson 1989).

Conociendo el desarrollo de la tecnología de 
anticuerpos de yema de huevo que no 
representa un procedimiento invasivo y sangre 
dependiente de animales, además de la urgente 
necesidad  de llevar a cabo actividades de 
investigación en diagnóstico, prevención y 
control de la leishmaniasis: La finalidad del 
presente trabajo de investigación fue 
determinar los antígenos somáticos y de 
excreción-secreción de promastigotes de 
Leishmania peruviana Velez, 1913 cepa 
MHOM/PE/84/LC26 por la técnica de 
electroinmunotransferencia utilizando IgY 
producidos en Gallus gallus (Linnaeus, 1758 
inmunizados experimentalmente, con la 
posibilidad que en un futuro sean aplicados 
para el diagnóstico de la leishmaniosis 
cutánea.

Objeto de estudio 

En el presente estudio se utilizó un cultivo de 
promastigotes de L. peruviana  cepa 

MATERIALES Y MÉTODOS
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MHOM/PE/84/LC26 y dos especímenes de G. 
gallus. 

Métodos y técnicas 

Para la determinación de los antígenos 
somáticos y de excreción-secreción de L. 
p e r u v i a n a   s e  r e a l i z ó  p o r  
electroinmunotransferencia, para lo cual se  
utilizó anticuerpos IgY producidos en G. 
g a l l u s ,  q u e  f u e r o n  i n m u n i z a d o s  
experimentalmente. Los antígenos fueron 
obtenidos por centrifugación de promastigotas 
cultivados a 37°C por 20 h en Minimun 
Essential Medium-Eagle (MEM-Sigma), el 
sobrenadante contenía a los antígenos de 
excresión-secresión y el sedimento a los 
antígenos somáticos. A los antígenos 
somáticos se le sometieron a sonicación a 60 
hertz por un minuto (tres veces); ambos tipos 
de antígenos fueron conservados a -20°C hasta 
su uso.

Para obtener los anticuerpos IgY anti-
leishmania, se inmunizaron dos gallinas, a la 
primera con antígenos de excresión-secresión 
y a la segunda con antígenos somáticos. 
Posteriormente se enfrentó los antígenos de L. 
peruviana con la IgY para observar y 
determinar pesos moleculares de los 
antigenos.

Los aspectos éticos considerados para el 
presente trabajo en gallinas, son que los 
a n t i c u e r p o s  u t i l i z a d o s  p a r a  l a  
electroinmunotransferencia fueron obtenidos 
de la yema de los huevos, lo que no representa 
un procedimiento invasivo, como el sangrado 
de animales, evitando de esta manera el estrés 
y el sufrimiento animal.

Utilizando IgY producidos en G. gallus 
inmunizados experimentalmente se detectaron 

diversas bandas antigénicas para los antígenos 
somáticos y de excreción-secreción de 
promastigotas de L. peruviana cepa 
MHOM/PE/84/LC26. Para los antígenos 
somáticos se detectaron diez bandas con pesos 
moleculares de 10, 12, 17, 20, 31, 38, 69, 87, 93 
y 105 kDa. (Fig. 1) y para los antígenos de 
excreción-secreción nueve bandas antigénicas 
con pesos moleculares de estos antígenos son 
17, 20, 31, 52, 67, 78, 87, 93 y 105 kDa (Fig. 2). 
A demás se detectaron cinco bandas 
antigénicas comunes con pesos moleculares de 
105, 93, 87, 69, 31 y 20 kDa. Las IgY 
preinmunes no originaron bandas antígénicas.

La inmunización de las gallinas fue por vía 
subcutánea, tomando como referencia estudios 
realizados para la obtención de anticuerpos 
desde huevos de gallina ya que resultan más 
i nmunogén i ca  (Ca r l ande r  2002 )  a  
comparación de la vía intramuscular (Sunwoo 
et al. 2002)  y endovenosa (Patterson et al. 
1962) por permitir al inóculo permanecer 
mayor tiempo en contacto con la piel, 
existiendo mayor estimulación de células 
presentadoras de antígeno para la activación de 
la respuesta humoral (Gatica et al. 2004).

El proceso de inmunización fue bien tolerado 
como lo reportan algunos autores  (Gassmann 
et al. 1990), quienes informan que el 
adyuvante completo es bien tolerado y no 
produce reacciones inflamatorias. El estrés al 
que fueron sometidas las gallinas por las 
inmunizaciones condujo a una disminución en 
la producción de huevos. Al respecto, 
Carlander et al. (2001), indica que el transporte 
de IgY desde el suero a la yema de huevo no 
decrece al producirse una interrupción en la 
postura de los huevos. 

Las inmunizaciones se realizaron en cuatro 
oportunidades, una inoculación cada 10 días 

RESULTADOS

Somatic antigens and excretion-secretion of Leishmania peruviana
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Figura 1. Bandas antigénicas y pesos moleculares de los antígenos somáticos de promastigotas de Leishmania peruviana cepa 
MHOM/PE/84/LC26 detectados por electroinmunotransferencia utilizando IgY producidos en Gallus gallus inmunizados 
experimentalmente. (A) Suero preinmune. (B) Marcador de peso molecular (PM) en Kilodaltons (kDa). (C) Antígenos somáticos 
de promastigotas de L. peruviana.

por 40 días, de acuerdo con Patterson et al. 
(1962) quienes determinaron  que los 
anticuerpos aparecen en la yema ocho días 
después de la inoculación primaria, 
obteniéndose el máximo nivel a partir del día 
12. Para aumentar la producción de IgY anti-
promastigotas de L. peruviana utilizando 
adyuvante completo e incompleto de Freud, 
logró concentraciones de antígeno de 44 
µg/mL para los antígenos de excreción-
secreción y 107 µg/mL  para los antígenos 

somáticos, ambos tipos de antígenos  
obtenidos del cultivo de L. peruviana de 20 
horas en MEM a 37°C, dichas concentraciones 
son bajas comparadas con los producidos por 
parásitos como T. solium, larva cisticerco de T. 
solium y Fasciola hepatica, que por ser de 
mayor tamaño y multicelulares producen 
mayor cantidad de proteínas (Contreras 1990).

Al comparar la Fig. 1 y la Fig. 2. se observa las 
bandas antigénicas comunes, correspondiente 

97,497,497,4

66,266,266,2

454545

31,531,531,5

21,421,421,4

14,414,414,4



The Biologist (Lima). Vol. 13, Nº2, jul-dec 2015

355

Somatic antigens and excretion-secretion of Leishmania peruviana

Figura 2. Bandas antigénicas y pesos moleculares de los antígenos de excreción-secreción de promastigotas de Leishmania 
peruviana cepa MHOM/PE/84/LC26 detectados por electroinmunotransferencia utilizando IgY producidos en Gallus gallus 
inmunizados experimentalmente. (A) Suero preinmune. (B) Marcador de peso molecular (PM) en Kilodaltons (kDa). (C) 
Antígenos de excreción-secreción de promastigotas de L. peruviana obtenidos en Minimun Essential Medium Eagle a 37°C por 
20 h. 

a los antígenos de pesos moleculares de 20, 31, 
87, 93 y 105  kDa; lo que se puede deber a que 
durante el proceso sonicado del sedimento no 
solo se obtuvieron antígenos somáticos, sino 
que se han podido liberar antígenos de 
excresión-secreción provenientes de las 
estructuras internas del parásito. Otra 
posibilidad es que en el tiempo de incubación 
algunos parásitos hayan muerto liberándose 
antígenos somáticos al sobrenadante donde 
solo han debido de estar los antígenos de 
excresión-secreción. La débil reacción 

observada en algunas bandas antigénicas 
enfrentadas con la IgY de gallina, 
posiblemente se debe a la baja concentración 
de los antígenos, o que estos antígenos son 
poco inmunogénicos por su bajo peso 
molecular (García-Tamayo 1987). 

Los antígenos somáticos de promastigotas de 
L. peruviana que han sido detectados por la 
técnica de inmunoelectrotranferencia podrían 
ser utilizados en un futuro para el diagnóstico 
de leishmaniosis cutánea.
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