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Resumen 
 

El mecanismo de resistencia más relevante descrito hasta la fecha que pueden 
desarrollar los parásitos del género Leishmania a la miltefosina (MLF, 
hexadecilfosfocolina), uno de los fármacos que más se emplean en la actualidad contra 
la leishmaniasis, consiste en la inactivación del complejo proteico encargado de su 
internalización. 
 

Este complejo se sitúa en la membrana plasmática de los parásitos y está 
constituido al menos por dos proteínas: una subunidad catalítica (MT , de Miltefosine 
Transporter), perteneciente a la familia de las fosfolípido translocasas o P4-ATPasas, y 
una subunidad beta (Ros3), perteneciente a la familia de proteínas Cdc50. En el caso de 
Leishmania infantum, especie utilizada a lo largo de los experimentos descritos en esta 
tesis doctoral, ambas proteínas se denominan LiMT y LiRos3, respectivamente. Nuestro 
laboratorio ha descrito anteriormente en Leishmania donovani que la pérdida de 
cualquiera de los ortólogos de estas dos subunidades (LdMT y LdRos3) o la ausencia de 
su expresión a nivel de la membrana plasmática conlleva elevados valores de resistencia 
a MLF por la incapacidad del parásito para incorporar este fármaco. De hecho, el nivel 
de sensibilidad in vitro a MLF está claramente relacionado con su tasa de captación y 
con el nivel de expresión de la proteína transportadora en la membrana del parásito. 
 

Las P4-ATPasas son responsables del transporte activo de glicerofosfolípidos desde 
la cara exoplasmática hasta la cara citosólica de las membranas de las células eucariotas, 
una función que comúnmente se denomina como actividad flipasa. Estas proteínas son 
esenciales para crear y mantener una distribución asimétrica de fosfolípidos a ambos 
lados de la membrana, un fenómeno que está asociado con numerosos procesos 
fisiológicos y celulares, así como para incorporar determinados lípidos exógenos o para 
la formación de las vesículas que forman parte del tráfico intracelular. Estas proteínas 
están siendo muy estudiadas en los últimos años en diferentes modelos, habiéndose 
obtenido importantes avances en el conocimiento de su mecanismo de acción. Aunque 
el papel de las proteínas Cdc50 no esté del todo aclarado, existen evidencias de su 
participación tanto en la salida del complejo del retículo endoplasmático como en el 
ciclo de reacción llevado a cabo por las P4-ATPasas. 
 

Al igual que las P4-ATPasas, las proteínas Cdc50 son proteínas integrales de 
membrana exclusivas de organismos eucariotas. Poseen una estructura muy conservada, 
estando constituidas por dos hélices transmembrana, un dominio extracitosólico de gran 
tamaño, estabilizado por dos puentes disulfuro y fuertemente N-glicosilado, y dos 
pequeñas colas dirigidas al citoplasma situadas en los extremos amino y carboxilo 
terminal. La caracterización de estas proteínas, que carecen de motivos aminoacídicos 
funcionales conocidos, se encuentra todavía en una etapa inicial, habiéndose realizado 
hasta la fecha muy pocos estudios moleculares dirigidos a la identificación de los 
residuos o dominios implicados en su funcionalidad. 
 

Debido a ello, el objetivo principal de esta tesis doctoral consistió en la 
caracterización de la proteína LiRos3, analizando el papel que desempeñan sus 
diferentes dominios y determinados residuos con un alto grado de conservación, con la 
finalidad de profundizar en la caracterización del complejo de transporte de miltefosina 
en Leishmania, que comenzó nuestro laboratorio hace ya más de diez años, y tratar de 
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que los resultados obtenidos pudieran ser aplicables al estudio de las proteínas Cdc50 de 
otros organismos. 
 

Durante el trabajo que aquí se presenta, se han generado promastigotes mutantes 
nulos del gen LiRos3 que han permitido el estudio de diferentes modificaciones de la 
proteína, observando los fenotipos que se derivan de la expresión de las mismas, puesto 
que, para que se produzca el transporte de MLF, es esencial que tenga lugar la 
interacción entre LiRos3 y LiMT y que el complejo se exprese correctamente en la 
membrana plasmática del parásito. 
 

Estas modificaciones consistieron en la introducción mediante mutagénesis dirigida 
de sustituciones conservativas y no conservativas y en el empleo de proteínas 
quiméricas generadas sustituyendo los diferentes dominios de LiRos3 por los 
correspondientes dominios de los otros dos miembros de la familia Cdc50 de L. 
infantum, denominados LiRos1 y LiRos2. Se identificaron 22 residuos de LiRos3 
conservados en las proteínas Cdc50 de humanos, levaduras y Leishmania y se realizaron 
mutaciones en todos ellos. Se observó que el nivel de conservación de ocho de estos 
residuos, localizados en el lazo exoplasmático, es crítico para la interacción con LiMT y 
el tráfico del complejo de transporte de MLF hacia la membrana plasmática. Al margen 
de este efecto, cuando se muta uno de estos residuos, que forma parte de un motivo 
invariable de N-glicosilación, también se altera la actividad translocasa de fosfolípidos. 
Además, otro residuo invariable localizado en el lazo exoplasmático y cuatro residuos 
localizados en el dominio N-terminal están implicados en esta actividad flipasa sin 
afectar a la llegada del complejo a la membrana plasmática. 
 

Por otro lado, se ha observado que el nivel de N-glicosilación de LiRos3 también 
puede afectar a la actividad translocasa y a la expresión de LiMT en la membrana 
plasmática. Además, se ha comprobado que los dominios amino y carboxilo terminal no 
son esenciales para la interacción con LiMT, pero sí se requieren para el correcto tráfico 
del complejo hacia la membrana plasmática. Aunque LiRos1 y LiRos3 tienen una baja 
identidad en la secuencia de aminoácidos, la sustitución de los dominios amino 
terminal, primer transmembrana y carboxilo terminal de LiRos3 por los 
correspondientes dominios de LiRos1 genera proteínas funcionales. Por el contrario, 
cuando se sustituyen los dominios extracitosólico y segundo transmembrana, se pierde 
la interacción con LiMT. 
 

Los resultados sugieren, como ya se había publicado anteriormente, que el dominio 
N-terminal de las proteínas Cdc50 juega un papel importante durante el ciclo de 
reacción de las P4-ATPasas. Además, se puede deducir que, para la correcta interacción 
con LiMT, aparte de los residuos identificados, se necesita de la participación de otros 
residuos aún sin identificar situados en los segmentos transmembrana y en el lazo 
extracelular de LiRos3. En conclusión, los resultados de esta tesis doctoral proporcionan 
nuevos y relevantes datos sobre la estructura de las proteínas Cdc50 y sobre el papel de 
determinados residuos en el tráfico y actividad de las P4-ATPasas translocadoras de 
fosfolípidos. 
 

Al margen de esto, los resultados obtenidos podrían ser de utilidad para mejorar el 
abordaje terapéutico de la leishmaniasis, considerada como la segunda enfermedad 
protozoaria humana más importante, tan solo por detrás de la malaria, con 12 millones 
de afectados en todo el planeta y responsable de entre 20.000 y 30.000 muertes al año. 



Resumen 

 

- 5 - 
 

En la actualidad sigue constituyendo un grave problema sanitario, debido entre otras 
causas a su asociación con pacientes infectados por el VIH y al escaso arsenal 
terapéutico del que se dispone, amenazado además por la posibilidad de aparición de 
resistencias, como ha sucedido en el subcontinente indio frente a los antimoniales 
pentavalentes. 
 

En 2002 la MLF se introdujo como el primer fármaco oral usado frente a la 
leishmaniasis, presentando un porcentaje de cura aproximado del 95% en la India frente 
a la leishmaniasis visceral, la forma más letal de la enfermedad. Sin embargo, el 
porcentaje de pacientes que no responden al tratamiento ha experimentado un 
significativo aumento en los últimos años. Entre otras medidas a adoptar para evitar la 
propagación de resistencias y así alargar la vida útil de la MLF, se encuentra la 
necesidad de desarrollar marcadores de resistencia al fármaco con los que poder 
monitorizar la existencia de las mismas. 
 

En anteriores estudios se ha observado que L. donovani, cuando se somete in vitro a 
la presión selectiva del fármaco, puede generar rápidamente resistencia debida a la 
aparición de mutaciones de la proteína LdMT y, en menor medida, de LdRos3. 
Recientemente, se ha descrito resistencia a MLF en un caso de leishmaniasis visceral 
producida por L. infantum donde el parásito aislado portaba una mutación en LiMT. Por 
estos motivos, resultaría de gran interés analizar tanto los niveles de expresión de estas 
proteínas como buscar mutaciones que pudieran ser responsables de la resistencia a 
MLF en aislados clínicos. La caracterización de LiRos3 que se describe en esta tesis 
doctoral, y especialmente las mutaciones observadas que confieren resistencia a MLF, 
suponen un importante avance en este sentido, más aún si cabe teniendo en cuenta que 
se ha comprobado que este efecto se mantiene en las formas amastigotas intracelulares 
de Leishmania. 
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I. P4-ATPasas Y PROTEÍNAS Cdc50 
 

I.1. Transporte de fosfolípidos y asimetría de membrana 
 

Las membranas de las células eucariotas están organizadas como bicapas 
compuestas por numerosas especies lipídicas diferentes. Los glicerofosfolípidos, que 
son sus constituyentes fundamentales, están formados por una cabeza hidrófila dirigida 
hacia el ambiente acuoso celular o extracelular y dos colas hidrófobas que se sitúan en 
el interior de la bicapa lipídica (revisado por van Meer et al., 2008). Estas moléculas se 
sintetizan principalmente en la cara citoplasmática de la membrana del retículo 
endoplasmático (RE) y, debido a la acción de proteínas que actúan sin gasto de energía, 
se produce una distribución equilibrada de fosfolípidos a ambos lados de la membrana. 
 

Sin embargo, una característica estructural de la mayoría de membranas es la 
distribución asimétrica de fosfolípidos en la bicapa lipídica, lo que constituye un claro 
ejemplo de la gran variabilidad que existe entre las membranas de los distintos 
orgánulos celulares en cuanto a la composición y distribución lipídica (revisado por van 
Meer y de Kroon, 2011). La asimetría de membrana se genera en primer lugar en el 
aparato de Golgi y se mantiene en las vesículas secretoras, así como en los endosomas y 
en la membrana plasmática, donde la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina 
(PE) se encuentran en mayor proporción en la cara citoplasmática, mientras que la 
fosfatidilcolina (PC), la esfingomielina (SM) y los glucoesfingolípidos (GL) aparecen 
más concentrados en la cara exoplasmática (revisado por Holthuis y Levine, 2005; van 
Meer et al., 2008) (Fig. 1). 
 

 
 
Figura 1. Regulación de la distribución lipídica en las membranas biológicas. 
MP, membrana plasmática; RE, retículo endoplasmático; Col, colesterol; GL, glucolípidos; PC, 
fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PS, fosfatidilserina; SM, esfingomielina. Adaptada de 
Pomorski et al., 2004. 
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Esta asimetría es esencial para la curvatura, estabilidad mecánica e 
impermeabilidad de la membrana plasmática, y se ha asociado con numerosos procesos 
fisiológicos y celulares. Por ejemplo, la exposición de PS en la membrana plasmática es 
una señal de gran importancia para el reconocimiento y fagocitosis de células 
apoptóticas, la activación de la coagulación sanguínea y la fusión de mioblastos (Zwaal 
y Schroit, 1997; van den Eijnde et al., 2001; Williamson y Schlegel, 2002). Otros 
procesos asociados con la asimetría de membrana son la capacitación espermática, la 
división celular o las interacciones entre virus y célula hospedadora (revisado por 
López-Marqués et al., 2011; van der Mark et al., 2013). 
 

El movimiento de difusión de los fosfolípidos en una monocapa lipídica es muy 
rápido. Sin embargo, el movimiento desde una cara a otra de la bicapa lipídica, 
conocido como movimiento flip-flop , es generalmente muy lento. En la membrana 
plasmática, el movimiento de fosfolípidos está además limitado por la existencia de 
altos niveles de colesterol y esfingolípidos (revisado por Pomorski et al., 2004). Por 
todo esto, para poder generar y mantener la organización asimétrica de las membranas 
son necesarias una serie de proteínas que sean capaces de translocar los 
glicerofosfolípidos desde una cara a la otra de las mismas. Estos transportadores 
presentan variabilidad en cuanto a la especificidad de sustrato, dependencia de energía y 
dirección del transporte, dividiéndose en tres clases principales (Fig. 1): 
 
1 - Flipasas: Son generalmente ATPasas tipo P pertenecientes a la familia de las 
fosfolípido translocasas (P4-ATPasas), aunque recientemente se han identificado 
algunos transportadores ABC (ATP-binding Cassette) que también pueden actuar como 
tales (Quazi et al., 2012; Coleman et al., 2013). Translocan glicerofosfolípidos desde la 
cara exoplasmática (extracelular o luminal) hasta la cara citosólica de las membranas, 
utilizando la energía procedente de la hidrólisis del ATP (revisado por Daleke, 2007). 
 
2 - Flopasas: Son transportadores ABC entre los que destacan los miembros de la 
familia ABCB, ABCB1/MDR1 y ABCB4/MDR3, así como componentes de la familias 
ABCA, ABCC/MRP y ABCG. Realizan el transporte en dirección opuesta, 
translocando por tanto glicerofosfolípidos desde la cara citoplasmática a la 
exocitoplasmática (revisado por Quazi y Molday, 2011). Al igual que las P4-ATPasas, 
son dependientes de energía. 
 
3 - Escramblasas: Su identidad molecular no está establecida con claridad, aunque se 
han identificado varios candidatos (Zhou et al., 1997; Wiedmer et al., 2000; Suzuki et 
al., 2010; Shettihalli y Gummadi, 2013; Suzuki et al., 2013; Goren et al., 2014). Estos 
transportadores son dependientes de Ca2+, actúan de manera bidireccional, sin consumo 
de ATP y tienen por lo general baja especificidad de sustrato (Sahu et al., 2007; Bevers 
y Williamson, 2010; Coleman et al., 2013). Su actividad contribuye a la ruptura de la 
asimetría creada por los translocadores dependientes de ATP. 
 
 

I.2. P4-ATPasas:  implicaciones fisiológicas y patológicas 
 

Como se ha comentado, el transporte activo de lípidos llevado a cabo por las 
fosfolípido translocasas o P4-ATPasas es necesario para crear y mantener una 
distribución asimétrica de fosfolípidos en la membrana plasmática de las células 
eucariotas, así como en las membranas de los componentes de la ruta de secreción y de 
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los compartimentos endocíticos (revisado por Coleman et al., 2013; Hankins et al., 
2015; López-Marqués et al., 2015). 
 

Además de esto, los análisis funcionales llevados a cabo sobre todo en levaduras 
han revelado que las P4-ATPasas están involucradas en otros destacados procesos 
celulares (revisado por Van der Velden et al., 2010a; Paulusma y Elferink, 2010) (Fig. 
2). Por ejemplo, influyen directa o indirectamente en la incorporación de lípidos 
exógenos, la cascada de señales dependientes de PE o PS, la dinámica del citoesqueleto, 
el metabolismo de esteroles, la migración celular y el crecimiento polarizado. Se 
desconoce el papel funcional de muchas P4-ATPasas humanas, posiblemente debido a 
la existencia de redundancia funcional (revisado por van der Mark et al., 2013; López-
Marqués et al., 2014). 
 

 
 
Figura 2. Funciones celulares de las P4-ATPasas. Tomada de López-Marqués et al., 2014. 
 
 
Incorporación de lípidos exógenos 
 

Estudios realizados sobre distintas P4-ATPasas de levaduras, Leishmania, plantas y 
animales han demostrado que estas proteínas actúan sobre un numeroso grupo de 
sustratos lipídicos, incluyendo lisofosfolípidos (fosfolípidos que carecen de la cadena de 
ácido graso en la posición sn2) y alquil-lisofosfolípidos sintéticos, y que los diferentes 
miembros de esta familia presentan diferente especificidad de sustrato (revisado por 
López-Marqués et al., 2014). 
 

Algunas P4-ATPasas situadas en la membrana plasmática se han caracterizado 
como flipasas con una especificidad de sustrato relativamente amplia. Por ejemplo, las 
levaduras pueden captar lisofosfolípidos exógenos para ser usados como sustrato en la 
regeneración de fosfolípidos (Riekhof et al., 2007). Su importancia en la nutrición de 
las células se manifiesta en que la pérdida de las P4-ATPasas Dnf1p y Dnf2p, o de su 
subunidad asociada Cdc50 Lem3p, bloquea la captación de liso-fosfatidiletanolamina 
(liso-PE) y liso-fosfatidilcolina (liso-PC), inhibiendo el crecimiento dependiente de 
estos sustratos (Riekhof y Voelker, 2006; Riekhof et al., 2007). 
 

Por otro lado, estudios realizados en células de mamíferos han mostrado que la 
subunidad CDC50A, asociada a diversas P4-ATPasas humanas, participa en la 
captación del factor activador de plaquetas (PAF), un mediador inflamatorio de 
naturaleza lipídica (PC de cadena corta), implicando que el complejo que constituyen 
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puede participar en la translocación de moléculas señalizadoras procedentes del exterior 
celular (Chen et al., 2011) (Fig. 2b). 
 

Los antecedentes relativos a Leishmania serán comentados en el apartado IV de la 
introducción de esta tesis doctoral. 
 
Tráfico vesicular 
 

Entre las principales funciones descritas para las P4-ATPasas puede destacarse 
también  su participación en la formación y el transporte de vesículas en diversos puntos 
de las rutas de tráfico intracelular (Hua et al., 2002; Pomorski et al., 2003). Las 
membranas y proteínas sintetizadas en el RE se asocian formando pequeñas vesículas 
que se fusionan con otros orgánulos membranosos como el aparato de Golgi. Las 
proteínas son también procesadas por la red del trans-Golgi (TGN), desde donde se 
dirigirán a la ruta endosomal/lisosomal o a la ruta exocítica. 
 

Existen numerosas evidencias de la importancia que tienen las P4-ATPasas en estos 
procesos (revisado por Sebastian et al., 2012). Por ejemplo, la pérdida de Drs2p en 
levaduras conlleva la acumulación de membranas anormales y la incapacidad para 
formar vesículas recubiertas de clatrina (Chen et al., 1999; Gall et al., 2002), muy 
importantes en el tráfico desde la TGN hacia los endosomas. Además, recientemente se 
ha observado que el silenciamiento de las P4-ATPasas humanas ATP8B1, ATP8B2 y 
ATP9A, así como de la subunidad CDC50A, inhibe la secreción de insulina en células 
beta pancreáticas (Ansari et al., 2015). 
 

Aunque no se conoce con exactitud la función de las P4-ATPasas en la formación 
de vesículas, se sabe que es realizada a través de dos mecanismos (Coleman et al., 
2013) (Fig. 2c y 2d): 
 
(i) En primer lugar, la translocación unidireccional de fosfolípidos llevada a cabo por las 
P4-ATPasas genera una diferencia de áreas entre las dos caras de las membranas, lo que  
conlleva que se induzca su curvatura, paso necesario para el transporte de proteínas 
mediado por vesículas (Xu et al., 2013). 
 
(ii) En segundo lugar, la concentración de PS y PE en la cara citosólica de la membrana 
crea un ambiente en la membrana óptimo para el correcto reclutamiento y/o actividad de 
la maquinaria de formación de vesículas (revisado por Pomorski y Menon, 2006). Se 
han descrito interacciones de determinadas P4-ATPasas como Drs2p y Neo1p con 
proteínas importantes para el tráfico vesicular, como los factores de ribosilación de 
ADP (ARFs) (Tsai et al., 2013; revisado por López-Marqués et al., 2014), que son 
pequeñas GTPasas reguladas por proteínas intercambiadoras de guanina (GEFs) y 
proteínas activadoras de GTPasas (GAPs). Las GEFs catalizan el intercambio de GDP 
por GTP, mientras que las GAPs incrementan la tasa de hidrólisis de GTP. Cuando 
están unidos a GTP, los ARFs participan en el reclutamiento de clatrina y proteínas 
COPII, esenciales para el revestimiento de las vesículas, del que dependerá su destino 
subcelular (revisado por Coleman et al., 2013). Además, se ha descrito que la unión de 
ArfGEF con Drs2p estimula su actividad flipasa (Natarajan et al., 2009). Por tanto, para 
explicar la formación de las vesículas, se ha propuesto que las ArfGEFs reclutan ARFs 
activados y estimulan a las P4-ATPasas, lo que conlleva que se concentren 
aminofosfolípidos en la cara citosólica de las vesículas (Sebastian et al., 2012) (Fig. 3). 
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Figura 3. Papel de las P4-ATPasas 
en la formación de vesículas. 
La maquinaria de formación de 
vesículas se concentra alrededor de 
determinadas P4-ATPasas, que 
interaccionan con proteínas ARFs y 
GEFs. Los ARFs participan en el 
reclutamiento de clatrina y proteínas 
COPII, esenciales para el 
revestimiento de las vesículas. Se cree 
que las GEFs reclutan ARFs activados 
y estimulan a las P4-ATPasas, lo que 
conlleva una mayor concentración de 
fosfolípidos en la cara citosólica de las 
vesículas. Adaptada de Pomorski y 
Menon, 2006. 

 
 
Regulación del citoesqueleto 
 

Otra función de determinadas P4-ATPasas independiente de su actividad de 
transporte estaría relacionada con la dinámica del citoesqueleto (revisado por López-
Marqués et al., 2014) (Fig. 2e). Estas proteínas parece que participan reclutando 
componentes estructurales o moduladores del citoesqueleto de actina, uniendo de esta 
manera el citoesqueleto a áreas especializadas de la membrana plasmática. 
 

Por ejemplo, se han descrito interacciones de Drs2p y Dnf1p con Sla1p (Liu et al., 
2007), una proteína que participa en la activación de proteínas implicadas en la 
polimerización de actina (Warren et al., 2002). Además, en células de mamíferos se ha 
observado que el bloqueo de la expresión de ATP8B1 resulta en una desorganización 
profunda del citoesqueleto apical de actina y en una pérdida importante de microvilli 
(Verhulst et al., 2010). 
 
Implicaciones patológicas 
 

Como se ha comentado anteriormente, las flipasas son necesarias para generar la 
curvatura de la membrana plasmática. Relacionado con este mecanismo, se ha visto que 
estas proteínas son necesarias para el mantenimiento de la correcta forma de los 
glóbulos rojos. La translocación de determinados fosfolípidos exógenos o la ausencia de 
actividad de la flipasa pueden dar como resultado cambios dramáticos en la forma de 
los eritrocitos que se han relacionado con procesos patológicos (Devaux et al., 2008). 

 
Por otro lado, el transporte de fosfolípidos a través de las membranas es esencial 

para la homeostasis lipídica, por lo que algunas alteraciones de determinadas P4-
ATPasas se han asociado con la aparición de enfermedades (Tabla 1; revisado por 
Folmer et al., 2009; revisado por van der Mark et al., 2013). Todas las P4-ATPasas 
humanas tienen sus proteínas ortólogas en ratón, lo que facilita el estudio de posibles 
enfermedades asociadas a mutaciones (Paulusma y Oude Elferink, 2005). Así, en 
modelos murinos se ha visto que las deficiencias en algunas P4-ATPasas se asocian con 
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determinadas enfermedades neurodegenerativas, diabetes tipo 2 y obesidad inducida 
por la dieta (revisado por Coleman et al., 2013; van der Mark et al., 2013), aunque falta 
mucho por conocer acerca de los mecanismos que conducen a las mismas (López-
Marqués et al., 2014). Por ejemplo, se han observado recientemente mutaciones en la 
P4-ATPasa ATP8A2 que conducen a la degeneración axonal, un fenotipo que se 
observa en numerosas enfermedades neurodegenerativas (Zhu et al., 2012). 
 

Además, desde hace tiempo se conoce que determinadas mutaciones en el gen que 
codifica para la ATP8B1, una P4-ATPasa humana localizada en la membrana de los 
canalículos de los hepatocitos (Eppens et al., 2001), producen la enfermedad de Byler 
o colestasis intrahepática familiar progresiva de tipo I (PFIC1), y la relacionada, 
pero menos grave, colestasis intrahepática recurrente benigna (BRIC1) (Bull et al., 
1998). Se trata de enfermedades raras autosómicas recesivas caracterizadas por un 
defecto en la secreción de sales biliares que conduce a episodios de prurito intenso e 
ictericia. Los afectados suelen desarrollar muy pronto la enfermedad, resultando en 
cirrosis durante la primera década de vida (Klomp et al., 2004). 
 
 
Tabla 1. Alteraciones de P4-ATPasas asociadas a patologías en ratones y humanos 

P4-ATPasa Fisiopatología en ratones Fisiopatología en humanos 

ATP8A1 Problemas de aprendizaje, incremento 
de la actividad física 

 

ATP8A2 Enfermedad neurodegenerativa, 
degeneración axonal, retraso del 

crecimiento 

Retraso mental, hipotonía, CAMRQ 

ATP8B1 Colestasis intrahepática, pérdida 
auditiva 

PFIC1, BRIC1 

ATP8B3 Anomalías en la capacitación 
espermática 

 

ATP8B4  Enfermedad de Alzheimer 
 

ATP10A 
 

Resistencia a insulina, obesidad 
inducida por la dieta, hiperlipidemia, 

hiperinsulinemia 

 

Diabetes tipo 2, resistencia a insulina 
en afroamericanos, obesidad inducida 

por la dieta 
ATP10D Obesidad inducida por la dieta, 

hiperinsulinemia, hiperglucemia 
 

ATP11A  Metástasis en cáncer colorrectal 
ATP11C Detención en el desarrollo de células 

B, distocia, anemia, carcinoma 
hepatocelular, hiperbilirrubinemia 

conjugada, hipercolanemia no 
conjugada 

 

 

CAMRQ, síndrome de ataxia cerebelosa, retraso mental y desequilibrio. Adaptada de van der Mark et al., 
2013. 
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I.3. Estructura de las P4-ATPasas 
 

Las P4-ATPasas representan la subfamilia más amplia dentro de la superfamilia de 
ATPasas tipo P (Palmgren y Nissen, 2011). Los miembros de esta superfamilia son 
proteínas transportadoras de lípidos e iones que se encuentran ampliamente distribuidas 
tanto en organismos eucariotas como procariotas (Paulusma y Oude Elferink, 2005) y 
que actúan como bombas implicadas en procesos biológicos fundamentales como la 
generación del potencial de membrana, la contracción muscular o la eliminación de 
iones tóxicos de la célula (Kühlbrandt, 2004). 
 

Las ATPasas de tipo P se clasifican en cinco familias, divididas a su vez en varias 
subfamilias, en función de su secuencia y de la especificidad del sustrato que 
transportan (Palmgren y Nissen, 2011; Coleman et al., 2013). Las de tipo IA son 
bombas bacterianas de K+ y las de tipo IB son bombas de metales pesados, como Cu+, 
Ag+, Zn2+, Cd2+ o Pb2+. Las ATPasas de tipo II y III son los miembros más estudiados. 
Entre las de tipo IIA se encuentra la Ca2+-ATPasa del retículo sarco-endoplasmático 
(SERCA), mientras que la bomba de Ca2+ de la membrana plasmática pertenece al 
grupo IIB. El grupo IIC incluye la H+/K+-ATPasa y la Na+/K+-ATPasa, que es la 
proteína que genera el potencial de membrana en células de mamíferos, mientras que el 
grupo IID está compuesto por Na+-ATPasas eucariotas. Las ATPasas del grupo IIIA son 
bombas de H+ localizadas casi exclusivamente en la membrana plasmática de plantas, 
hongos y protozoos parásitos, encargadas de generar el potencial de membrana en estos 
organismos; en el grupo IIIB se encuentran pequeñas bombas de Mg2+ bacterianas. Se 
desconoce la especificidad de sustrato de las ATPasas de tipo V. 
 

Las ATPasas de tipo IV, P4-ATPasas o fosfolípido translocasas son 
transportadores que, a diferencia de los transportadores ABC, son exclusivos de 
organismos eucariotas y siempre están constituidos por un único polipéptido (López-
Marqués et al., 2015). En el genoma humano existen 14 genes codificantes de P4-
ATPasas, organizados en cinco subfamilias en función de la similitud de sus secuencias 
(Coleman et al., 2013). Sin embargo, en ratones se han identificado 15 genes 
codificantes (Xu et al., 2009; van der Mark et al., 2013), mientras que en levaduras y 
Leishmania existen 5 de estos genes (www.genedb.org). 
 

En los últimos años se ha logrado obtener la estructura cristalina de diversas 
ATPasas tipo P (Na+/K+-ATPasa, H+-ATPasa, Cu+-ATPasa y SERCA), lo que ha 
resultado de gran importancia para conocer la estructura y el funcionamiento de estos 
transportadores. Aunque esto aún no ha sido posible para las P4-ATPasas (López-
Marqués et al, 2015), el análisis de su secuencia revela que presentan la estructura 
general típica de las ATPasas tipo P (Puts y Holthuis, 2009; Palmgren y Nissen, 2011). 
Son proteínas integrales de membrana en las que se distinguen cuatro dominios 
principales, denominados TM (transmembrana), P (fosforilación), N (unión a 
nucleótidos) y A (actuador). Estos tres últimos dominios, así como los extremos amino 
y carboxilo terminal, están localizados en el citoplasma, de tal modo que tan solo una 
pequeña parte de la proteína está expuesta al lumen de los orgánulos o al exterior de la 
célula (Fig. 4). 
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Figura 4. Dominios y organización estructural de una P4
Las P4-ATPasas y las proteínas Cdc50 son proteínas integrales de membrana cuyas regiones N
terminales se encuentran dirigidas hacia el citoplasma. 
se pueden distinguir cuatro dominios principales: A (actuador, con actividad fosfatasa), P (fosforilación), 
N (unión a nucleótidos) y TM (transmembrana; constituido por diez hélices). 
invariables donde se localizan el residuo de aspártico que es fosforilado durante el ciclo de reacción 
(DKTG) y el residuo de glutámico que cataliza la desfosforilación (DGE). 
se encuentran asociadas a proteínas Cdc50, constituidas por 
un dominio exoplasmático (E) que se encuentra N
Tomada de Coleman et al., 2013.
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cortos lazos que los conectan por fuera de la superficie de la membrana, es la región por 
donde tiene lugar la translocación de los fosfolípidos en las P4
hélices TM presentan muy poca homología entre ellas. En la mayoría de las ATPasas 
tipo P, se cree que las hélices transmembrana TM1
se encuentra el lugar de unión de la molécula que es transportada, mientras que las 
hélices TM7-TM10 soport
subunidad β asociada a algunos de estos transportadores.
asocian con las denominadas 
adelante en esta tesis doctoral; sin 
ATPasas interaccionan con 
 

Los otros tres dominios de las ATPasas
contiene una secuencia motivo conservada que define el sitio de unión a nucleó
el lugar donde se une e hidroliza el ATP. Contiene un residuo conservado de 
fenilalanina que interviene en interacciones hidrofóbicas con el anillo de adenosina del 
ATP. Estructuralmente, el dominio N es un fragmento largo insertado dentro del 
dominio P, que está localizado en el gran lazo citoplasmático situado entre los 
segmentos transmembrana TM4 y TM5, y constituye el centro catalítico de la enzima. 
La secuencia motivo invariable DKTG contiene el residuo de aspártico susceptible de 
ser reversiblemente fosforilado durante el ciclo de reacción. El dominio P contiene 
además los motivos conservados TGDN y GDGXND, implicados en la coordinación de 
Mg2+, un ion que se requiere para que el ATP se una al sitio de fosforilación. Por 
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Figura 4. Dominios y organización estructural de una P4-ATPasa y su subunidad asociada Cdc50. 
ATPasas y las proteínas Cdc50 son proteínas integrales de membrana cuyas regiones N

terminales se encuentran dirigidas hacia el citoplasma. Las P4-ATPasas adoptan una estructura en la que 
se pueden distinguir cuatro dominios principales: A (actuador, con actividad fosfatasa), P (fosforilación), 
N (unión a nucleótidos) y TM (transmembrana; constituido por diez hélices). Se resaltan los motivos 

es donde se localizan el residuo de aspártico que es fosforilado durante el ciclo de reacción 
(DKTG) y el residuo de glutámico que cataliza la desfosforilación (DGE). La mayoría de 
se encuentran asociadas a proteínas Cdc50, constituidas por dos segmentos transmembrana separados por 
un dominio exoplasmático (E) que se encuentra N-glicosilado y estabilizado por puentes disulfuro. 

., 2013. 
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último, el dominio A, está formado por aminoácidos localizados en el extremo amino 
terminal y el lazo citoplasmático situado entre TM2 y TM3. Este dominio actúa como 
impulsor del transporte, ya que el residuo de glutámico presente en el motivo 
conservado TGE (DGE en las P4-ATPasas) es el responsable de catalizar la 
desfosforilación. 
 
 

I.4. Mecanismo de acción de las P4-ATPasas 
 

Las ATPasas de tipo P se distinguen de otras ATPasas, como las de tipo F, tipo V o 
los transportadores ABC, en que pasan por un estadío intermediario en el cual un 
residuo de aspártico queda covalentemente fosforilado durante el ciclo de transporte que 
llevan a cabo. De hecho, se denominan de tipo P en alusión a esta fosforilación. Durante 
el ciclo de reacción de las P4-ATPasas, al igual que sucede en el resto de ATPasas de 
tipo P (Bublitz et al., 2011), se presentan cuatro conformaciones diferentes debidas a los 
movimientos de los dominios citosólicos A, N y P. Se piensa que una región flexible de 
la proteína acoplaría estos cambios conformacionales al dominio TM, facilitando la 
translocación del fosfolípido (Palmgren y Nissen, 2011) (Fig. 5). Los segmentos TM1-
TM6 son más flexibles, mientras que los segmentos TM7-TM10 permanecen rígidos 
durante el ciclo de reacción (Coleman et al., 2013). 

 

 

 
 

Figura 5. Ciclo de reacción de las P4-
ATPasas. 
Las P4-ATPasas pueden encontrarse en 
cuatro estados conformacionales 
diferentes. La unión del ATP al 
dominio N durante el estado E1 
conduce a la fosforilación del dominio 
P, generándose el estado E1P. Durante 
la transición hacia el estado E2P se 
produce la liberación del ADP y la 
rotación del dominio A (actuador), lo 
que permite que el fosfolípido que va a 
ser transportado (señalado con una 
flecha) se una a su sitio de alta 
afinidad, situado en el dominio M 
(transmembrana). La desfosforilación 
catalizada por el dominio A permite la 
translocación del fosfolípido. El estado 
resultante E2 es inestable, por lo que la 
P4-ATPasa retorna a la conformación 
inicial E1. Se desconoce el papel de la 
subunidad asociada Cdc50 (señalada en 
verde) durante este ciclo. Para más 
detalles, consultar el texto. Tomada de 
Coleman et al., 2013. 
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En el estado conformacional inicial E1 se produce la unión del ATP al dominio N, 
que rápidamente fosforila el residuo de ácido aspártico invariable del dominio P 
(Coleman et al., 2012), lo que conlleva un pequeño cambio conformacional que genera 
el estado E1P. Al contrario de lo que sucede en muchas ATPasas de tipo P, para que se 
produzca esta fosforilación no se requiere la unión de la molécula que va a ser 
transportada. Una vez fosforilada, tiene lugar la transición del estado E1P a E2P, durante 
la cual se produce la liberación del ADP y la rotación del dominio A, lo que permite que 
en el estado E2P los fosfolípidos puedan unirse hacia su sitio de alta afinidad, situado en 
el dominio M. Además, se introduce el motivo DGE del dominio A en el espacio que 
ocupaba el ADP, situándose cerca del residuo de ácido aspártico fosforilado (Palmgren 
y Nissen, 2011). El fosfolípido que va a ser transportado activa la desfosforilación de la 
P4-ATPasa (Coleman et al., 2012; Jacquot et al., 2012), catalizada mediante ataque 
nucleofílico del residuo de ácido glutámico del motivo DGE, lo que favorece su 
translocación. En la conformación E2 resultante, el sitio extracitoplasmático de alta 
afinidad de los fosfolípidos se transforma en un sitio citoplasmático de baja afinidad, lo 
que favorece que la molécula transportada abandone la P4-ATPasa. La conformación E2 
es inestable, por lo que el dominio A se aleja del dominio P, produciéndose el regreso a 
la conformación inicial E1. Se desconoce el papel de las proteínas Cdc50 durante este 
ciclo de reacción (Coleman et al., 2013), pero sí se sabe que su participación en el 
mismo es de vital importancia, especialmente en la transición del estado conformacional 
E2P hacia el estado E2 (Lenoir et al., 2009; van der Mark et al., 2013). 
 

Aunque el mecanismo de acción de las P4-ATPasas está bien definido en 
cuestiones como la hidrólisis de ATP, la trayectoria que siguen los fosfolípidos durante 
su transporte es actualmente objeto de una intensa investigación (Williamson, 2014). 
Aún no se ha podido establecer con claridad el mecanismo por el cual las P4-ATPasas 
son capaces de transportar moléculas tan voluminosas como los fosfolípidos en lugar de 
pequeños iones como sucede en las demás ATPasas de tipo P (Fig. 6A). Este hecho se 
conoce como el "problema del sustrato gigante" (Baldridge y Graham, 2012; Stone y 
Williamson, 2012), ya que los fosfolípidos son diez veces más grandes que iones como 
Ca2+ o K+. Otras propiedades a tener en cuenta para explicar el transporte son el carácter 
anfipático de los fosfolípidos y la reorientación que debe producirse durante su 
translocación. En base a estudios mutacionales recientes, se han propuesto dos rutas 
mediante las cuales las P4-ATPasas podrían transportar este sustrato, que se han 
denominado ruta clásica o canónica, y ruta no clásica o no canónica (Fig. 6B y 6C). El 
hecho de que no haya sido posible todavía lograr la cristalización de ningún miembro de 
las P4-ATPasas, para poder elucidar con mayor claridad su estructura, implica que no se 
pueda descartar ninguna de las dos rutas, aparentemente opuestas. De hecho, cada vez 
existen más evidencias bioquímicas que hacen pensar que el mecanismo de transporte 
de las flipasas combina aspectos de ambos modelos (López-Marqués et al., 2014 y 
2015). 
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Figura 6. Mecanismos de acción propuestos para las P4-ATPasas. 
(A) Tamaño relativo de algunos de los sustratos transportados por las ATPasas de tipo P. Las P4-ATPasas 
transportan fosfolípidos, de tamaño mucho mayor que los cationes transportados por otros miembros de 
esta superfamilia. (B) y (C) Representación esquemática de las dos rutas de transporte propuestas para las 
P4-ATPasas. En la ruta clásica, el fosfolípido entraría de forma análoga a como sucede en las P2-
ATPasas y se alojaría en una cavidad central, momento en el que las puertas de entrada y de salida 
estarían cerradas. Tras ello, el reordenamiento de los segmentos transmembrana conduciría a la salida del 
fosfolípido a la otra cara de la membrana. En la ruta no clásica, existen unas puertas de entrada y salida 
que actúan secuencialmente a ambos lados de la membrana (representadas en verde en la figura B). La 
cabeza polar del fosfolípido interaccionaría con residuos de los segmentos transmembrana situados a lo 
largo de la superficie de la proteína. En ambos modelos, el reordenamiento y la posición relativa de los 
segmentos transmembrana resultan críticos para la unión y el transporte de los fosfolípidos, al igual que 
sucede en la Na+/K+ ATPasa, que se ha podido cristalizar en la conformación E2P. Adaptada de López-
Marqués et al., 2014 y 2015. 
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Ruta clásica 
 

Según este modelo, los fosfolípidos se transportarían a través del interior de las P4-
ATPasas (Fig. 6B y 6C), al igual que sucede en las P2-ATPasas, familia que incluye los 
transportadores de cationes H+/K+-ATPasa y Na+/K+-ATPasa, mucho mejor 
caracterizados y de los que se han obtenido numerosas estructuras cristalinas (Bublitz et 
al., 2011). 
 

Las P2-ATPasas contienen residuos polares o con carga en la parte central de los 
transmembrana TM4, TM5 y TM6, que consituyen una pequeña cavidad que permite la 
unión del catión que va a ser transportado (Bublitz et al., 2010). Además, todas las 
ATPasas de tipo P transportadoras de cationes contienen uno o más residuos de prolina 
en el TM4 que alteran la estructura de la hélice transmembrana, lo que contribuye a la 
formación de esta cavidad y permite que los átomos de oxígeno de los grupos carbonilo 
de la proteína participen en la coordinación del catión (Palmgren y Nissen, 2011). 
 

Uno de estos residuos de prolina está conservado en el TM4 de todas las P4-
ATPasas, por lo que podría desestabilizar la hélice transmembrana para crear una 
cavidad central en la que se podría producir la coordinación de grupos hidrofílicos como 
lo son las cabezas polares de los fosfolípidos (López-Marqués et al., 2014 y 2015). Gran 
parte de los aminoácidos polares o con carga de los segmentos TM4-TM6 de las P2-
ATPasas se han reemplazado en las P4-ATPasas por aminoácidos hidrofóbicos, que 
podrían interaccionar con sustratos anfipáticos como los fosfolípidos (Paulusma y Olde 
Elferink, 2005). Sin embargo, las flipasas sí comparten con las P2-ATPasas la presencia 
de dos asparaginas en TM5 y TM6 que intervienen en la coordinación de iones. 
 

Las P4-ATPasas carecen de los residuos de carácter ácido situados en los dominios 
TM4 y TM6 de las P2-ATPasas, los cuales participan en la neutralización de la carga 
del catión transportado (López-Marqués et al., 2014). Además, un residuo situado en la 
zona media de TM5 que participa en la coordinación de cationes en las P2-ATPasas se 
ha sustituido por un residuo básico de lisina conservado en todas las P4-ATPasas 
(Coleman et al., 2012). Una mutación en esta lisina tiene un gran impacto sobre la 
actividad de ATP8A2, una P4-ATPasa humana situada en los fotorreceptores. Estos 
descubrimientos han hecho pensar que las P4-ATPasas han evolucionado para poder 
alojar los fosfolípidos dentro de su estructura, sugiriéndose que esta lisina altamente 
conservada participaría en la neutralización de un grupo ácido, como es el caso del 
grupo fosfato de los fosfolípidos (Coleman et al., 2012). 
 

Sin embargo, las cavidades observadas en la estructura de las P2-ATPasas son 
demasiado pequeñas para poder alojar fosfolípidos. Por ello, debido al tamaño y 
estructura de los fosfolípidos, para que esta ruta clásica sea válida, las P4-ATPasas 
deberían poseer una considerable flexibilidad estructural, sobre todo para poder 
acomodar la cola lipídica cuando atraviesa la membrana. Esta flexibilidad se ha podido 
observar en las regiones transmembrana de otra ATPasa tipo P, la Ca++-ATPasa del 
retículo sarco-endoplasmático (SERCA), que en algunos estados conformacionales es 
capaz de alojar la molécula de PE y las cadenas de ácidos grasos de los análogos de 
cadena larga de la tapsigargina (Obara et al., 2005; Sohoel et al., 2006; Winther et al., 
2010; Denmeade et al., 2012; Baldridge et al., 2013; revisado por López-Marqués et al., 
2015). Por otro lado, los aminoácidos responsables de la unión y el transporte de H+ en 
las H+-ATPasas de la subfamilia P3A constituyen una cavidad de carácter hidrófilo lo 
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suficientemente grande como para alojar la cabeza polar de los fosfolípidos (Pedersen et 
al., 2007; Stone y Williamson, 2012). 
 
Ruta no clásica 
 

El otro mecanismo propuesto para explicar el transporte de fosfolípidos mediado 
por las P4-ATPasas se ha denominado ruta no clásica o "modelo de la tarjeta de crédito" 
(van der Mark et al., 2013), según el cual el transporte de fosfolípidos se produce en la 
interfase entre la membrana y la P4-ATPasa (Fig. 6B y 6C), lo que recuerda el paso de 
una tarjeta con banda magnética por su lector. Según este modelo, solo existiría 
interacción entre la cabeza hidrofílica de los fosfolípidos y determinados aminoácidos 
situados en la superficie de la flipasa a nivel del dominio transmembrana. Por su parte, 
las cadenas acílicas de los fosfolípidos permanecerían en el entorno de la bicapa lipídica 
durante el proceso de translocación (Pomorski y Menon, 2006; Baldridge y Graham, 
2012). 
 

Mediante experimentos basados en mutagénesis dirigida y construcción de 
proteínas quiméricas a partir de Drs2p y Dnf1p, se han podido identificar dos grupos de 
residuos que participan en la especificidad de sustrato de las P4-ATPasas de levaduras 
(Baldridge y Graham, 2012 y 2013). Uno de ellos se localiza en la cara 
exocitoplasmática de las hélices transmembrana TM1 y TM2 y se ha denominado 
"puerta de entrada", resultando ser importante en el reconocimiento de PS por Drs2p y 
de PC por Dnf1p. Sin embargo, algunos de estos residuos no están conservados en las 
P4-ATPasas humanas translocadoras de PS y PC (Naito et al., 2015). El segundo grupo 
de residuos identificado por estos autores, denominado "puerta de salida", se localiza 
cerca de la cara citosólica de los segmentos TM3 y TM4 y participaría en la unión del 
fosfolípido antes o durante la transición E2P-E2 del ciclo de reacción, es decir, justo 
antes de ser liberado en la cara citosólica de la membrana (Baldridge y Graham, 2013; 
Baldridge et al., 2013). Los residuos importantes para la selección del fosfolípido no se 
corresponden con los que constituyen la cavidad donde se une el sustrato en las P2-
ATPasas; de hecho, en este amplio estudio mutacional no se identificó ningún residuo 
situado en el interior de las regiones transmembrana que pudiese estar implicado en 
estas funciones. La sustitución de la lisina altamente conservada de las P4-ATPasas 
redujo la actividad de Drs2p pero no alteró la especificidad de sustrato. 
 

Mediante mutagénesis, modelado estructural por homología con SERCA y 
simulaciones de dinámica molecular se ha propuesto un mecanismo de translocación de 
fosfolípidos que también se adapta a la ruta no clásica, pero que presenta algunas 
diferencias y aporta nuevos datos (revisado por Hankins et al., 2015). Se ha identificado 
un residuo conservado de isoleucina en el TM4 que formaría junto a sus residuos 
adyacentes una zona hidrofóbica que separaría las puertas de entrada y de salida y que 
además permitiría la formación de otras cavidades donde podría entrar el agua a ambos 
lados de la zona comprendida por los segmentos TM1, TM2, TM4 y TM6. Estas 
cavidades se formarían y desaparecerían durante la transición entre las conformaciones 
E2P y E2  (Vestergaard et al., 2014).  Esta isoleucina se corresponde en otras ATPasas 
tipo P con un residuo de glutamato al que se une el catión que es transportado (Vilsen y 
Andersen, 1998; Olesen et al., 2007). En las P4-ATPasas, se situaría cerca de la cabeza 
polar del fosfolípido durante su transporte. El movimiento del segmento TM4, 
especialmente el de la isoleucina conservada, sería crucial para la transducción de la 
energía, el transporte y la liberación del fosfolípido en la cara citosólica de la 
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membrana. Las cavidades hidrofílicas protegerían la cabeza polar del fosfolípido y 
constituirían un canal por el que se movería el fosfolípido, mientras que sus colas 
hidrófobas se moverían libremente por el ambiente hidrofóbico del interior de la 
membrana (Vestergaard et al., 2014). 
 
 

I.5. Regulación de las P4-ATPasas 
 

Existe un limitado conocimiento a nivel molecular de los mecanismos y de las 
interacciones requeridas en los diferentes procesos en los que intervienen las P4-
ATPasas aunque, debido a su importancia fisiológica, es de esperar que estas proteínas 
estén sometidas a numerosos procesos de regulación (López-Marqués et al., 2014). Por 
tanto, resulta probable que otras proteínas y factores lipídicos estén implicados en 
completar el ciclo de reacción llevado a cabo por el complejo constituido por las P4-
ATPasas y las proteínas Cdc50 (van der Mark et al., 2013). 
 

Se ha descrito en algunas ATPasas tipo P que los extremos N-y C-terminal  
citosólicas pueden inhibir la actividad de la proteína, previniendo los cambios 
conformacionales que se requieren para el transporte de su sustrato, acción que llevan a 
cabo mediante una interacción de tipo intramolecular con otras partes de la proteína 
(Baekgaard et al., 2005; Ekberg et al., 2010). La interacción de determinadas proteínas 
con secuencias reguladoras presentes en estos extremos terminales de las ATPasas tipo 
P desencadena su activación (Palmgren y Nissen, 2011). Se cree que esta autoinhibición 
podría suceder también en las P4-ATPasas a causa de su extremo C-terminal ya que, 
cuando se elimina en Drs2p, se estimula su actividad ATPasa (Zhou et al., 2013). El 
extremo C-terminal es el que menos similitud presenta entre las secuencias de las 
diferentes P4-ATPasas (Coleman et al., 2013) y se ha sugerido que podría contener 
señales de localización específica para diferentes membranas celulares. Además, 
experimentos recientes indican que actúa en la regulación de la actividad de la proteína. 
 

La proteína Drs2p de levaduras, una de las P4-ATPasas más estudiadas, está 
asociada con Cdc50p y participa en procesos de tráfico vesicular. Su actividad está 
regulada por la interacción con proteínas citosólicas como Gea2p, que es una proteína 
intercambiadora de guanina (ArfGEF), o por la acción de Sac1, una proteína con 
actividad fosfatidilinositol-4-fosfatasa. Los fosfoinosítidos, grupo de moléculas al que 
pertenece el fosfatidilinositol-4-fosfato (PI4P), son fosfolípidos que tienen gran 
importancia en la regulación del tráfico de membranas y de proteínas (revisado por 
Mayinger, 2012). Se ha observado que la unión de Gea2p y PI4P al extremo carboxilo 
terminal de Drs2p resultan esenciales para su actividad flipasa (Chantalat et al., 2004; 
Natarajan et al., 2009; Jacquot et al., 2012; Zhou et al., 2013). Concretamente, la unión 
del PI4P estabiliza el complejo Drs2p-Cdc50p y activa la desfosforilación del estado 
E2P (Jacquot et al., 2012; Azouaoui et al., 2014). Por otro lado, la interacción del 
extremo amino terminal de Drs2p con Arl1p , una pequeña GTPasa, también conduce a 
la estimulación de la actividad de la P4-ATPasa (Tsai et al., 2013). 
 

Drs2p además interacciona con otras proteínas implicadas en el metabolismo de 
fosfoinosítidos, con proteínas implicadas en la endocitosis dependiente de actina y 
clatrina, o con proteínas implicadas en la biosíntesis de ergosterol (Van der Velden et 
al., 2010a; Puts et al., 2010; López-Marqués et al., 2014). Se han confirmado también 
interacciones proteína-proteína del complejo Drs2p-Cdc50p con proteínas de la 



P4-ATPasas y proteínas Cdc50 

 

- 23 - 
 

maquinaria del tráfico de vesículas, como las subunidades alfa y beta de la proteína 
adaptadora AP1 y Rcy1p, que está involucrada en el reciclaje de endosomas, así como 
con enzimas implicadas en la síntesis y metabolismo de inositoles. 
 

Se desconoce el orden y la regulación de las múltiples interacciones presentadas 
anteriormente, así como cuáles podrían ser sus consecuencias en procesos como la 
formación de vesículas. Del mismo modo, resta por saber las moléculas con las que 
interaccionan otras P4-ATPasas como Dnf1p, Dnf2p o las de otros organismos 
eucariotas (López-Marqués et al., 2014). 
 

En otro orden de cosas, el tráfico de glicerofosfolípidos mediado por las P4-
ATPasas podría estar regulado por una cascada de protein quinasas, proteínas 
implicadas habitualmente en la regulación de las ATPasas de tipo P. En levaduras se ha 
observado in vitro que Dnf1p y Dnf2p pueden ser fosforiladas por la flipasa quinasa 1 
(Fpk1p). Experimentos in vivo muestran que esta quinasa y su homóloga Fpk2p se 
necesitan para que existan unos niveles normales de transporte de fosfolípidos (Nakano 
et al., 2008). A su vez, Fpk1p es fosforilada y regulada negativamente por la serin 
treonin quinasa Ypk1 (Roelants et al., 2010). También se ha comprobado in vitro que 
Fpk1p fosforila a Drs2p y Dnf3p, aunque en menor grado. La restante P4-ATPasa de 
levaduras, Neo1p, que no parece participar en el transporte de fosfolípidos, no es 
fosforilada por esta quinasa. Pese a estos descubrimientos, aún falta por determinar la 
verdadera relevancia fisiológica de estas fosforilaciones. Aparte de Fpk1p, no se han 
descubierto otras quinasas capaces de interaccionar con las P4-ATPasas (López-
Marqués et al., 2014). 
 
 

I.6. Proteínas Cdc50 
 

Como se ha comentado con anterioridad, la mayoría de las P4-ATPasas actúan 
como heterodímeros mediante su asociación con una subunidad beta perteneciente a la 
familia de proteínas Cdc50 (cell-division-cycle protein 50) (Saito et al., 2004; van der 
Mark et al., 2013; López-Marqués et al., 2014). Su importancia se descubrió hace más 
de diez años, cuando se observó en levaduras que la proteína Lem3p/Ros3p está 
implicada en la translocación de glicerofosfolípidos y que los mutantes deficientes son 
resistentes a análogos de alquil-lisofosfolípidos como la miltefosina (Kato et al., 2002; 
Hanson et al., 2003). 
 

Las proteínas Cdc50 son proteínas integrales de membrana exclusivas de eucariotas 
cuya estructura está ampliamente conservada desde humanos a levaduras, conteniendo 
dos segmentos transmembrana separados por un dominio exoplasmático relativamente 
grande, que se encuentra N-glicosilado y estabilizado por uno o más puentes disulfuro; 
su estructura se completa con dos secuencias dirigidas hacia el citoplasma en las 
regiones N- y C-terminales (Tanaka et al., 2011; Coleman et al., 2013) (Fig. 4). 
 

Esta estructura es similar a la que surge al fusionar las subunidades beta y gamma 
de las ATPasas tipo P pertenecientes a la subfamilia IIC, la única que posee 
subunidades además de las P4-ATPasas, y que incluye la H+/K+-ATPasa y la Na+/K+-
ATPasa (Fig. 7). Se considera que las proteínas Cdc50 son análogas de estas 
subunidades (Poulsen et al., 2008b; Puts y Holthuis, 2009), puesto que la subunidad 
beta posee una pequeña cola citoplasmática, un dominio transmembrana y un gran 
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En levaduras, cada subunidad se localiza en el mismo orgánulo que la fosfolípido 
translocasa a la que se asocia: Lem3p se asocia con Dnf1p y Dnf2p, Cdc50p con Drs2p, 
y Crf1p con Dnf3p, siendo Neo1p la única P4-ATPasa que no se ha encontrado asociada 
con ninguna subunidad β. En Arabidopsis, las P4-ATPasas ALA1, ALA2 y ALA3 
presentan diferentes distribuciones celulares y pueden interaccionar con tres proteínas 
Cdc50 (López-Marqués et al., 2010 y 2012). Las interacciones descritas hasta la fecha 
de P4-ATPasas con proteínas Cdc50 pueden verse con más detalle en la Tabla 2. 
 

Los antecedentes respecto a las proteínas Cdc50 de Leishmania están comentados 
en el apartado IV de la introducción de esta tesis doctoral. 
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Tabla 2. Características principales de los complejos P4-ATPasas/Cdc50 descritos 
Organismo P4-

ATPasa 
Cdc50 Localización Sustratos Papel biológico 

Saccharomyces 
cerevisiae 

Drs2p Cdc50p Golgi, VS, 
endosoma 

PS, PE Formación de 
vesículas, polaridad 
celular 

Neo1p - Endosoma - Transporte vesicular 
Dnf1p Lem3p MP PC, PE, 

(PS), LPC, 
LPE, LPS 

Endocitosis, polaridad 
celular, captación de 
lisofosfolípidos, 
distribución de 
proteínas 

Dnf2p Lem3p MP PC, PE, 
(PS), LPC, 
LPE 

Endocitosis, captación 
de lisofosfolípidos, 
distribución de 
proteínas 

Dnf3p Crf1p Golgi, VS PC, PE, 
(PS) 

Transporte vesicular 

Mamíferos ATP8A1 CDC50 
A/B 

Golgi, VS PS, (PE) Migración celular 

ATP8A2 CDC50A Golgi, disco PS, PE Formación de neuritas 
ATP8B1 CDC50 

A/B 
MP, MA PC, (PS, 

PE) 
Integridad de 
membranas 

ATP8B2 CDC50A
/B 

MP PC - 

ATP8B3 CDC50C MP PS Formación del 
acrosoma y 
capacitación 
espermática 

ATP8B4 CDC50 
A/B 

MP - - 

ATP9A No 
detectada 

TGN, ET, MP - - 

ATP9B No 
detectada 

TGN - - 

ATP10A CDC50A MP PC - 
ATP10B CDC50A Vesículas - - 
ATP10D CDC50A MP - - 
ATP11A CDC50A MP, ET PS, PE - 
ATP11B CDC50A MP, ET - - 
ATP11C CDC50 

A/B 
MP PS, PE - 

Leishmania 
donovani 

LdMT LdRos3 MP PC, PE, 
(PS) 

- 

Caenorhabditis 
elegans 

TAT-1 CHAT-1 MP PS Endocitosis 
TAT-5 - MP PE Transporte vesicular 

Arabidopsis 
thaliana 

ALA1 ALIS 
1/3/5 

MP (PS) Tolerancia a la 
refrigeración 

ALA2 ALIS 
1/3/5 

CPV PS Transporte vesicular 

ALA3 ALIS 
1/3/5 

Golgi PS, PE, PC Transporte vesicular 

 

CPV, compartimento prevacuolar; Disco, membrana del disco de los fotorreceptores; ET, endosomas 
tempranos; LPC, lisofosfatidilcolina; LPE, lisofosfatidiletanolamina;  LPS, lisofosfatidilserina; MA, 
membrana apical; MP, membrana plasmática; PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PS, 
fosfatidilserina; TGN, red del trans-Golgi; VS, vesícula secretora. Adaptada de López-Marqués et al., 
2014 y 2015, y actualizada con Takatsu et al., 2014, Naito et al., 2015 y Ansari et al., 2015. 
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I.7. Funciones de las proteínas Cdc50 
 

La función de las proteínas Cdc50 parece ser similar a la que poseen las 
subunidades beta y gamma de la Na+/K+-ATPasa que, como se ha comentado 
previamente, se consideran análogas de las mismas (Fig. 7). Como se ha descrito en la 
Na+/K+ ATPasa (Geering, 2008), las proteínas Cdc50 actúan como chaperonas, puesto 
que su asociación con las P4-ATPasas es esencial para el correcto plegamiento del 
transportador, y para el ensamblaje, la estabilidad, la salida del retículo 
endoplasmático y la llegada a su localización del complejo que constituyen estas dos 
proteínas (Kato et al., 2002; Saito et al., 2004; Chen et al., 2006; Pérez-Victoria et al., 
2006a; Furuta et al., 2007; Paulusma et al., 2008; Poulsen et al., 2008a; Bryde et al., 
2010; Van der Velden et al., 2010b; López-Marqués et al., 2010 y 2012; Coleman y 
Molday, 2011; Naito et al., 2015). Es interesante resaltar que existen P4-ATPasas que 
abandonan el retículo sin necesidad de asociarse a una proteína Cdc50, como Neo1p en 
levaduras, y las ortólogas ATP9A y ATP9B en mamíferos (Hua et al., 2002; Takatsu et 
al., 2011). Estas proteínas no forman un complejo estable con proteínas Cdc50, según se 
desprende de estudios de co-inmunoprecipitación, y además no existe evidencia de que 
estén implicadas en el transporte de fosfolípidos. Por ello, se cree que su actividad 
bioquímica es otra diferente y que, debido a esto, no necesitan asociarse con una 
proteína Cdc50. 
 

Por otro lado, en la Na+/K+-ATPasa existen señales de localización celular en la 
subunidad α y la subunidad β (Muth et al., 1998; Vagin et al., 2004). En levaduras se 
piensa que las proteínas Cdc50 también se necesitan para la adecuada localización de la 
P4-ATPasa (Saito et al., 2004; Chen et al., 2006; Furuta et al., 2007). Por ejemplo, 
Drs2p y su subunidad beta, Cdc50p, se localizan en la red del trans-Golgi, mientras que 
Dnf1p y Dnf2p, que interaccionan con la misma subunidad beta (Lem3p), se encuentran 
en la membrana plasmática. Sin embargo, esta posible función no parece darse en 
organismos pluricelulares. En Arabidopsis, las P4-ATPasas ALA1, ALA2 y ALA3 
pueden usar tres proteínas Cdc50 diferentes para abandonar el retículo endoplasmático. 
La localización celular del complejo depende de las P4-ATPasas puesto que, una vez 
que llegan a ella, las P4-ATPasas pueden aparecer unidas a cualquiera de las tres 
subunidades beta  (López-Marqués et al., 2010 y 2012). Del mismo modo, en humanos 
algunas P4-ATPasas pueden interaccionar con más de una proteína Cdc50 diferente 
para salir del retículo (Bryde et al., 2010), y la misma proteína Cdc50 puede 
interaccionar con P4-ATPasas localizadas en orgánulos diferentes (Paulusma et al., 
2008). 
 

Se han descrito otras posibles funciones para las proteínas Cdc50 una vez que el 
complejo formado con las P4-ATPasas ha llegado a su destino celular final. Por 
ejemplo, podrían participar en el correcto anclaje y mantenimiento del complejo en la 
membrana, una función que en la subunidad β de la Na+/K+-ATPasa se ha asignado a 
los N-glicanos que posee (Vagin et al., 2007). 
 

En levaduras se pensaba que las proteínas Cdc50 podrían contribuir a la 
especificidad de sustrato en la actividad translocasa de fosfolípidos. Sin embargo, 
estudios recientes de co-inmunoprecipitación en plantas (López-Marqués et al., 2010), y 
de mutagénesis dirigida y construcción de proteínas quiméricas en levaduras (Baldridge 
y Graham, 2012) han mostrado que la especificidad de sustrato depende exclusivamente 
de las P4-ATPasas (van der Mark et al., 2013; López-Marqués et al., 2015). 
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Además, hay que destacar que la asociación de las proteínas Cdc50 con las P4-
ATPasas también se requiere para la actividad catalítica de algunos de estos 
transportadores de fosfolípidos (Lenoir et al., 2009; Bryde et al., 2010; Coleman y 
Molday, 2011; Takahashi et al., 2011; Jacquot et al., 2012). Determinadas P4-ATPasas 
humanas, de plantas y levaduras tienen que asociarse con miembros de la familia Cdc50 
para que se pueda producir el ciclo de hidrólisis de ATP (Lenoir et al., 2009; Paulusma 
y Elferink, 2010), pero se desconoce de qué manera contribuyen exactamente estas 
proteínas en la actividad de los transportadores. Se ha observado que la afinidad de la 
unión de Cdc50p con Drs2p fluctúa durante el ciclo de reacción de esta P4-ATPasa, 
siendo más alta en el estado conformacional E2P (Lenoir et al., 2009), en el que se cree 
que se produce la carga del fosfolípido en el complejo de translocación (Stone y 
Williamson, 2012). Esta asociación dinámica es de gran importancia para el ciclo de 
reacción, pero faltan por conocer con profundidad los determinantes estructurales que 
participan en ella (Puts et al., 2012). Además, la fosforilación del residuo de aspartato 
catalíticamente importante de las P4-ATPasas Drs2p de levaduras y ATP8B1 y 
ATP8B2 de humanos depende de la presencia de una proteína Cdc50 (Lenoir et al., 
2009; Bryde et al., 2010; Sebastian et al., 2012). Sin embargo, se desconoce si el papel 
de esta subunidad está relacionado con la regulación de la actividad de la bomba o si 
forma parte de la maquinaria de translocación de fosfolípidos. Se ha descrito en 
Arabidopsis que las proteínas Cdc50 inducen una ganancia funcional en lo que respecta 
a la actividad translocasa de fosfolípidos (López-Marqués et al., 2010), pero se 
desconoce si todas las P4-ATPasas necesitan de la unión a una proteína Cdc50 para 
llevar a cabo esta actividad (López-Marqués et al., 2014). 
 

Se ha descrito en algunas ATPasas de tipo P que las interacciones con las 
subunidades β y γ suponen importantes cambios en la cinética de translocación de iones 
(Toyoshima et al., 2011). Por ejemplo, las proteínas FXYD modulan la cinética y la 
afinidad por los iones Na+ y K+ de la Na+/K+ ATPasa, dependiendo del tejido y las 
condiciones ambientales (Béguin et al., 1997; Dempski et al., 2005; Gerring, 2008). En 
relación con las proteínas Cdc50, se ha observado que el dominio N-terminal de 
CDC50A modula la cinética de ATP8A2 (Coleman y Molday, 2011). Como sucede en 
las P2C-ATPasas (Dürr et al., 2009; Shinoda et al., 2009), las proteínas Cdc50 podrían 
ser necesarias para la estabilización de las P4-ATPasas en algunos de los estados 
conformacionales que se producen durante la catálisis (Stone y Williamson, 2012; 
López-Marqués et al., 2015). Por ejemplo, el dominio N-terminal de la subunidad β de 
la H+/K+ ATPasa está situado en contacto directo con el dominio P de fosforilación de 
esta enzima y estabiliza el estado E2P (Abe et al., 2009). 
 
 

I.8. Caracterización de las proteínas Cdc50 
 

La caracterización de las proteínas Cdc50, que carecen de motivos aminoacídicos 
funcionales conocidos (Misu et al., 2003), se encuentra todavía en una etapa inicial. Son 
pocos los estudios moleculares realizados sobre los residuos implicados en las funciones 
de estas proteínas, por lo que se tiene un conocimiento muy escaso sobre los residuos 
que son esenciales para la actividad de transporte e interacción con las P4-ATPasas. 
 

El primer estudio se realizó mediante mutagénesis aleatoria y trató sobre el efecto 
que ejercen diversas mutaciones de Lem3p en levaduras (Noji et al., 2006). Confirieron 
un fenotipo de reducción del crecimiento al expresarse en cepas delecionadas de 
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Cdc50p, pero no influyeron sobre su función como chaperona ni sobre la actividad 
translocasa de fosfolípidos realizada por la P4-ATPasa Dnf1p. Posteriores estudios de 
mutagénesis aleatoria en levaduras han mostrado que existen residuos conservados y no 
conservados dispersos a lo largo de las proteínas Lem3p y Cdc50p que contribuyen a 
formar el complejo heteromérico con sus P4-ATPasas correspondientes (Takahashi et 
al., 2011; Puts et al., 2012). 
 

En otro trabajo en el que se analizó el complejo ATP8A2-CDC50A de mamíferos 
se observó, mediante mutagénesis dirigida, que la glicosilación de CDC50A es 
necesaria para que este complejo se exprese de manera estable, pero no para su 
funcionalidad (Coleman y Molday, 2011). Además, en levaduras se han identificado dos 
puentes disulfuro altamente conservados situados en el dominio exoplasmático que son 
importantes para la estabilidad, la funcionalidad y la afinidad de las proteínas Cdc50 
(Puts et al., 2012). Al eliminar el puente disulfuro más cercano al extremo N-terminal se 
produjo una gran disminución en la afinidad de la proteína Cdc50 por la P4-ATPasa, 
aunque su efecto en la translocación de fosfolípidos fue débil. Por el contrario, al 
eliminar el otro puente disulfuro se redujo considerablemente la actividad flipasa sin 
que el efecto sobre la afinidad por la P4-ATPasa fuese tan marcado. 
 

En otro orden de cosas, el análisis de la estructura cristalina de la Na+/K+-ATPasa 
ha permitido observar que los segmentos transmembrana de su subunidad beta 
interaccionan con las hélices TM1 y TM7 del transportador. Además, se producen 
amplios contactos entre el dominio extracelular de esta subunidad y los lazos de la 
subunidad catalítica situados entre los TM5 y TM6 y entre los TM7 y TM8 (Morth et 
al., 2007; Shinoda et al., 2009; Toyoshima et al., 2011). Se cree que las proteínas 
Cdc50 podrían interaccionar de manera similar con las P4-ATPasas, a tenor de los 
resultados obtenidos en algunos estudios recientes basados en el intercambio de 
dominios entre distintos miembros de la familia. Por ejemplo, en levaduras se cree que 
la especificidad y funcionalidad de la interacción entre las dos proteínas está asociada 
con una conformación precisa del lazo extracitoplasmático de las proteínas Cdc50, y no 
con una región concreta de este dominio (Puts et al., 2012). Además, se ha observado 
que, para que las P4-ATPasas sean funcionales, no es suficiente su unión al lazo 
extracitoplasmático, sino que también se requiere la unión al dominio citosólico N-
terminal y al primer segmento transmembrana, o al segundo segmento transmembrana y 
al dominio citosólico C-terminal de la correspondiente proteína Cdc50. De forma 
similar, en el trabajo realizado con el complejo ATP8A2-CDC50A de mamíferos se 
construyeron proteínas quimera en las que se intercambiaron dominios de CDC50A y 
CDC50B, observándose que los segmentos transmembrana y exocitoplasmáticos son 
necesarios para generar un complejo funcional, mientras que el dominio citoplasmático 
N-terminal parece desempeñar un papel directo durante el ciclo de reacción (Coleman y 
Molday, 2011). 
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II. LEISHMANIASIS  
 

II.1. Leishmaniasis: Epidemiología 
 

La leishmaniasis es el conjunto de manifestaciones clínicas causadas por los 
parásitos protozoarios intracelulares obligados del género Leishmania. La Organización 
Mundial de la Salud (OMS) estima que existen unos 12 millones de personas afectadas 
en todo el mundo (OMS, 2015a), tratándose de la segunda enfermedad protozoaria 
humana más importante, tan solo por detrás de la malaria. Constituye un importante 
problema de salud pública en numerosos países tropicales y subtropicales, a pesar de lo 
cual está catalogada como una enfermedad olvidada. 
 

La leishmaniasis presenta una amplia diversidad clínica y epidemiológica. En los 
últimos años se han registrado casos de transmisión endémica en un total de 98 países, 
distribuidos entre América, Europa, Asia y África, encontrándose la mayoría de ellos en 
vías de desarrollo (Alvar et al., 2012). La forma más grave de la enfermedad es la 
leishmaniasis visceral (LV), que puede provocar una muerte inminente si no se trata. 
Se estima que cada año se producen entre 200.000 y 400.000 casos nuevos de esta 
enfermedad, siendo responsable de entre 20.000 y 30.000 muertes anuales en todo el 
mundo (OMS, 2015b). 
 

Leishmania donovani es el principal causante de la LV en la India y este de África, 
mientras que Leishmania infantum/chagasi lo es en la cuenca mediterránea, China y en 
Latinoamérica. Esta enfermedad es endémica en muchos países, principalmente del 
subcontinente indio y del Este de África (Fig. 8). Existen 310 millones de personas con 
riesgo de contraer LV en los seis países en los que se concentran más del 90% de los 
casos nuevos de esta enfermedad: India, Bangladesh, Sudán, Sudán del Sur, Brasil y 
Etiopía. El 50% de todos los casos de LV a nivel mundial se presentan en el estado de 
Bihar, situado al noreste de la India (Alvar et al., 2012; OMS, 2015b). 
 

La leishmaniasis cutánea (LC) está distribuida de manera más amplia (Fig. 8), 
aunque alrededor del 95% de casos se producen en América, la región mediterránea, 
Oriente Medio y Asia Central. Dos terceras partes de los nuevos casos registrados a 
nivel mundial se concentran en seis países: Afganistán, Argelia, Colombia, Brasil, Irán 
y Siria. Se cuentan de manera oficial unos 200.000 casos al año, pero muchos países no 
registran datos de esta enfermedad, por lo que se estima que, en realidad, cada año se 
producen entre 700.000 y 1.300.000 casos nuevos (Alvar et al., 2012; OMS, 2015b). 
Otra forma de la enfermedad es la leishmaniasis mucocutánea (LMC), de la que casi el 
90% de casos tiene lugar en Bolivia, Brasil y Perú (OMS, 2015a). 
 

La leishmaniasis está muy ligada a la pobreza, puesto que la mayoría de casos se 
producen en países en vías de desarrollo, que cuentan con pocos recursos para el 
diagnóstico y el tratamiento de la enfermedad (OMS, 2015a). Además, muchos 
pacientes viven en áreas remotas y apenas reciben atención médica. Para complicar la 
situación, en determinadas zonas los pacientes tienden a permanecer escondidos por la 
carga psicosocial que suponen las deformidades y las marcas desfigurantes 
características de la enfermedad (OMS, 2013a). 
 



Introducción 

 

 

 
Figura 8. Distribución geográfica de la leishmaniasis.
(A) LV, (B) LC y LMC en el Nuevo Mundo,
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En la actualidad, la LV sigue constituyendo un grave problema sanitario a escala 
mundial, debido entre otras causas a su asociación con pacientes infectados por el 
El riesgo de contraer la enfermedad aumenta entre 100 y 2.320 veces en estos pacientes 
inmunodeprimidos, resultando además más difícil lograr una respuesta terapéutica 
adecuada y aumentando la posibilidad de recaídas (Alvar 
Chakravarty, 2015a). Generalmente la enfermedad aparece tras la reactivación de 
infecciones subclínicas, pero también cabe la posibilidad de que se transmita por el 
intercambio de jeringuillas infectadas entre drogodependientes (Cruz 
Hasta 2012, un total de 35 países habían registrado casos de coinfección con VIH y 
leishmaniasis (OMS, 2013a). En la región mediterránea, este hecho fue un problema 
emergente durante los años 1990, pero la introducción en 1997 de la terapia 
antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha contribuido a reducir de manera notable el 
número de casos (Alvar et al
países que apenas tienen acceso a este tratamiento, la prevalencia de esta coinfección 
está aumentando, como sucede en el norte de Etiopía (Alvar 
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Distribución geográfica de la leishmaniasis. 
LC y LMC en el Nuevo Mundo, (C) LC debida a Leishmania tropica 

y (D) LC debida a Leishmania major en el Viejo Mundo. Las zonas en 
representan las zonas endémicas para leishmaniasis. Adaptada de OMS, 2010. 

En la actualidad, la LV sigue constituyendo un grave problema sanitario a escala 
mundial, debido entre otras causas a su asociación con pacientes infectados por el 
El riesgo de contraer la enfermedad aumenta entre 100 y 2.320 veces en estos pacientes 
inmunodeprimidos, resultando además más difícil lograr una respuesta terapéutica 
adecuada y aumentando la posibilidad de recaídas (Alvar et al., 2008; Sundar y 
Chakravarty, 2015a). Generalmente la enfermedad aparece tras la reactivación de 

línicas, pero también cabe la posibilidad de que se transmita por el 
intercambio de jeringuillas infectadas entre drogodependientes (Cruz 
Hasta 2012, un total de 35 países habían registrado casos de coinfección con VIH y 

2013a). En la región mediterránea, este hecho fue un problema 
emergente durante los años 1990, pero la introducción en 1997 de la terapia 
antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha contribuido a reducir de manera notable el 

et al., 2008; Monge-Maillo et al., 2014). Sin embargo, en los 
países que apenas tienen acceso a este tratamiento, la prevalencia de esta coinfección 
está aumentando, como sucede en el norte de Etiopía (Alvar et al., 2008; OMS, 2013a).

 

Leishmania tropica y Leishmania 
en el Viejo Mundo. Las zonas en gris 

En la actualidad, la LV sigue constituyendo un grave problema sanitario a escala 
mundial, debido entre otras causas a su asociación con pacientes infectados por el VIH . 
El riesgo de contraer la enfermedad aumenta entre 100 y 2.320 veces en estos pacientes 
inmunodeprimidos, resultando además más difícil lograr una respuesta terapéutica 

., 2008; Sundar y 
Chakravarty, 2015a). Generalmente la enfermedad aparece tras la reactivación de 

línicas, pero también cabe la posibilidad de que se transmita por el 
intercambio de jeringuillas infectadas entre drogodependientes (Cruz et al., 2002). 
Hasta 2012, un total de 35 países habían registrado casos de coinfección con VIH y 

2013a). En la región mediterránea, este hecho fue un problema 
emergente durante los años 1990, pero la introducción en 1997 de la terapia 
antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha contribuido a reducir de manera notable el 

., 2014). Sin embargo, en los 
países que apenas tienen acceso a este tratamiento, la prevalencia de esta coinfección 

., 2008; OMS, 2013a). 
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El perro es el principal reservorio de L. infantum y L. chagasi, desempeñando un 
papel central en el ciclo de transmisión a los humanos a través de los flebotomos. La 
leishmaniasis canina es una zoonosis con gran importancia en veterinaria, que puede 
causar la muerte del animal y que tiene una amplia prevalencia y distribución en 
Europa, Asia, África y América (Alvar et al., 2004). Concretamente, en Europa se ha 
estimado que podría haber 2,5 millones de perros infectados, un 16,7% del total de 
perros existentes (Moreno y Alvar, 2002). Aunque la incidencia de la leishmaniasis en 
humanos en nuestro continente es muy baja, una alta prevalencia de infección canina 
supone un mayor riesgo de que las personas padezcan la enfermedad. El tratamiento de 
la leishmaniasis canina reduce la carga parasitaria y hace que la mayoría de perros 
mejoren o aparenten superar la enfermedad. Sin embargo, es extremadamente difícil 
eliminar por completo los parásitos y lograr así la cura parasitológica (Baneth y Shaw, 
2002; Noli y Auxilia, 2005; Manna et al., 2008; Paradies et al., 2010). Debido a esto, 
existen numerosos perros con una infección latente, contribuyendo a la persistencia de 
los parásitos en las regiones endémicas. 
 
 

II.2. Situación de la leishmaniasis en España 
 

La LV y LC en España está causada por la especie L. infantum y es transmitida por 
flebotomos de las especies Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi. Se trata de 
una enfermedad de declaración obligatoria en aquellas Comunidades Autónomas que 
consideran la leishmaniasis como endémica. Esto es así en la mayor parte del territorio 
peninsular y en las Islas Baleares (Suárez-Rodríguez et al., 2012). 
 

En el periodo comprendido entre 1996 y 2011, la Red Nacional de Vigilancia 
Epidemiologica (RENAVE) detectó 1.755 casos de leishmaniasis, con una incidencia 
media anual de 0,45 casos/100.000 hab. Las Comunidades Autónomas con mayor 
número de casos son Madrid, Baleares, Comunidad Valenciana, Andalucía y Cataluña 
(Suárez-Rodríguez et al., 2012) (Fig. 9). En los últimos años, la incidencia de la 
leishmaniasis ha aumentado sustancialmente a raíz de un brote epidémico acontecido en 
el suroeste de la Comunidad de Madrid, donde se registraron 22,2 casos por 100.000 
habitantes entre 2009 y 2012. El 35,9% de los pacientes afectados por este brote 
presentaron LV mientras que el 64,1% restante presentaron LC (Arce et al., 2013). 
 

 
Figura 9. Tasa de hospitalización por leishmaniasis en España (1997-2008). Los datos se refieren al 
número de hospitalizaciones por cada 100.000 habitantes. Tomada de Gil-Prieto et al., 2011. 
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Los niños menores de cinco años y las personas inmunodeprimidas son los dos 
grupos de población en los que se presentan más casos de leishmaniasis en nuestro país 
(Suárez-Rodríguez et al., 2012). Según un estudio realizado entre 1997 y 2008, un 
tercio de los afectados por leishmaniasis presentaba coinfección con VIH. La tasa de 
mortalidad durante ese periodo fue del 3,31%, mientras que el impacto económico de la 
enfermedad fue de más de 13 millones de euros (6.740 € por paciente) (Gil-Prieto et al., 
2011). La mayoría de casos registrados son de LV; tan solo un 2% de los enfermos por 
leishmaniasis entre 1989 y 2008 presentaron LC, aunque el número real de casos podría 
ser tres veces mayor (Alvar et al., 2012). 
 

La prevalencia de leishmaniasis canina en España es bastante elevada, aunque 
también se observan importantes diferencias entre regiones (Alvar et al., 2012). Desde 
mediados de los años 1980, se han llevado a cabo numerosos estudios epidemiológicos 
en este sentido, obteniéndose en muchos de ellos elevados porcentajes de perros 
seropositivos, si bien muchos de ellos no presentan las manifestaciones clínicas de la 
enfermedad (Miró et al., 2007; Morales-Yuste et al, 2011). Por ejemplo, uno de los 
porcentajes más elevados se encontró en la comarca de la Axarquía (Málaga), donde la 
prevalencia se situó en el 34,6 % (Morillas et al., 1996). También hay valores elevados 
en la Alpujarra granadina, donde se ha observado una seroprevalencia de hasta el 20,1% 
(Martín-Sánchez et al., 2009). En el brote epidémico existente en la actualidad en la 
Comunidad de Madrid se comprobó que la prevalencia en perros no había aumentado 
(Arce et al., 2013). En cambio, se observó por primera vez que la liebre podría actuar 
como reservorio de la leishmaniasis (Molina et al., 2012; Miró et al., 2014). 

 
 

II.3. Manifestaciones clínicas 
 

La leishmaniasis en humanos está causada por múltiples especies de Leishmania, 
específicas de varias áreas geográficas y que pueden dar como resultado diversas 
manifestaciones clínicas. Éstas dependen principalmente de la especie de Leishmania, 
pero también del estado inmunológico y de determinadas características genéticas del 
hospedador (revisado por Alexander et al., 1999). 
 

Las manifestaciones clínicas de la leishmaniasis se pueden agrupar en tres grandes 
grupos: LV, LC y LMC (revisado por Pace, 2014): 

 
La LV  o kala-azar (término que significa "fiebre negra" en hindi) es la forma más 

grave de la leishmaniasis. Sus agentes causales típicos son las especies pertenecientes al 
complejo de L. donovani: L. infantum y L. chagasi en la cuenca mediterránea, Asia 
Central y América del Sur, y L. donovani en la India, este de Asia y África. Esta forma 
de la enfermedad se caracteriza por una infección diseminada del sistema retículo-
endotelial, afectando a órganos como el bazo, el hígado y la médula ósea, cuyo 
desenlace es fatal en ausencia de tratamiento. Las manifestaciones clínicas incluyen 
fiebre prolongada, espasmos irregulares, caquexia, pancitopenia, anemia progresiva, 
hipergammaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, y aumento de los nódulos linfáticos y 
amígdalas (OMS, 2010) (Fig.10A). Después del tratamiento y la curación aparente de la 
enfermedad, se pueden producir una serie de complicaciones a nivel cutáneo, con 
nódulos endurecidos y máculas despigmentadas, que reciben el nombre de 
leishmaniasis dérmica post kala-azar (PKDL) (Fig. 10B), que pueden desaparecer 
con tratamiento sin mucha dificultad (Zijlstra et al., 2003; OMS, 2010). 



Leishmaniasis 

 

- 35 - 
 

A pesar de su gravedad, conviene destacar que, en individuos inmunocompetentes, 
la mayoría de las infecciones viscerales son asintomáticas, con desarrollo de respuesta 
inmune protectora (Riera et al., 2008). 
 

 
 
Figura 10. Manifestaciones clínicas de la LV (A), PKDL (B), LC (C) y LMC (D). Fotografías tomadas 
de OMS, 2015a. 
 
 

La LC  o botón de Oriente es la forma más común de la enfermedad, aunque 
también la de menor gravedad. Está causada por L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. 
donovani y L. infantum en el Viejo Mundo (sur de Europa, África, Asia Central y 
Oriente Medio), y por numerosas especies del subgénero Leishmania (L. amazonensis, 
L. chagasi, L. mexicana, L. venezuelensis) y del subgénero Viannia (L. braziliensis, L. 
guyanensis, L. panamensis, L. peruviana) en el Nuevo Mundo (México y América 
Latina) (Sundar y Chakravarty, 2015a). Las manifestaciones clínicas dependen de la 
región, la especie causante, el estado inmunológico y, quizás también, de respuestas de 
los pacientes determinadas genéticamente (Reithinger et al., 2007). Entre estas 
manifestaciones, destaca la aparición de úlceras de tamaño variable en la piel, con una 
costra con un borde de color morado y aspecto escamoso (Fig. 10C). En ocasiones, estas 
úlceras se localizan en el lugar de la inoculación y suelen desaparecer de forma 
espontánea en un periodo comprendido entre dos meses y un año. Sin embargo, otras 
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veces aparecen numerosas lesiones nodulares diseminadas por todo el cuerpo, similares 
a las que produce la lepra. Estas lesiones tienden a confluir, lo que favorece su 
extensión. Se habla entonces de leishmaniasis cutánea difusa, compleja de tratar y que 
suele dejar cicatrices. 
 

La LMC o espundia aparece a partir de la infección cutánea inicial causada por L. 
braziliensis o L. panamensis en el Nuevo Mundo (OMS, 2010; Sundar y Chakravarty, 
2015a). En un principio, la lesión aparece en el lugar de la inoculación. Sin embargo, 
pasados unos meses, en el 20-50% de los pacientes los parásitos se diseminan a la boca 
y nasofaringe, originando lesiones granulomatosas hemorrágicas que provocan la 
destrucción de sus mucosas y la degeneración de los tejidos cartilaginosos, lo que 
conlleva una desfiguración del rostro (Fig. 10D). L. mexicana también puede afectar al 
oído, provocando la pérdida del pabellón auditivo. 
 
 

II.4. Transmisión de la leishmaniasis 
 

La leishmaniasis se transmite por la picadura de insectos vectores hembra, 
pertenecientes a los géneros Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomya en el Nuevo 
Mundo (OMS, 2010). Estos insectos, denominados comúnmente como flebotomos, 
poseen el tórax arqueado, alas lanceoladas, patas largas y un abdomen tubular largo 
(Bañuls et al., 2007) (Fig. 11). 
 

 
Figura 11. Insectos vectores de la leishmaniasis. (A) Phlebotomus papatasi. (B) Lutzomya longipalpis. 
Fotografías tomadas de Bañuls et al., 2007 y PLoS Pathog 5(8): ev05.i08. 
 
 

Los flebotomos se distribuyen en numerosos hábitats, pudiéndose encontrar tanto 
en bosques lluviosos como en regiones extremadamente secas, y desde el nivel del mar 
hasta los 1.500 metros de altitud. Viven en ambientes oscuros y tienen actividad 
crepuscular. Solo las hembras son hematófagas, necesitando sangre para la maduración 
de los huevos (Davies et al., 2000; Bañuls et al., 2007). 
 

Normalmente la leishmaniasis es una enfermedad zoonótica puesto que se transmite 
al hombre a través de animales. El perro es el reservorio principal, pero se ha descrito la 
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existencia de otros mamíferos que también pueden actuar como reservorio, como el 
lobo, el zorro, la liebre, el gato, las ratas o el puercoespín (Maia y Campino, 2011; 
Molina et al., 2012; Miró et al., 2014). Sin embargo, en zonas donde la incidencia de la 
leishmaniasis es muy alta, como el subcontinente Indio y el este de África, la 
leishmaniasis se puede considerar una antroponosis puesto que es frecuente que los 
vectores transmitan la enfermedad entre seres humanos, habiéndose descrito epidemias 
de LV (Singh et al., 2006) y de LC (Faulde et al., 2008). 
 

Otras formas de transmisión de la leishmaniasis mucho menos frecuentes son la 
transmisión congénita, la transmisión parenteral mediante transfusión de sangre o por 
jeriguillas compartidas entre drogodependientes, o el accidente en laboratorios de 
investigación (Herwaldt, 2001; Cruz et al., 2002; Mansueto et al., 2014a). 
 
 

II.5. Leishmania: Taxonomía 
 

Leishmania, llamada así en honor del escocés William Boog Leishman (1865-
1926), uno de los descubridores del parásito, es un protozoo perteneciente a la familia 
Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida, clase Zoomastigophorea, filo 
Sarcomastigophora. 
 

El orden Kinetoplastida está constituido por un heterogéneo grupo de protozoos 
con un tamaño entre 5 y 89 μm, que poseen uno o dos flagelos en algún estado de su 
ciclo biológico. Una característica notable de su estructura es la presencia de una única 
mitocondria que contiene grandes cantidades de DNA empaquetado en el denominado 
kinetoplasto. Los miembros de la familia Trypanosomatidae son exclusivamente 
parásitos y se caracterizan por tener un único flagelo. Dentro de ella, además de 
Leishmania, destaca la presencia del género Trypanosoma, que incluye las especies 
causantes de la Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana (T. cruzi) y la 
Enfermedad del Sueño o tripanosomiasis africana (T. brucei). El género Leishmania se 
divide en dos subgéneros según su desarrollo en el intestino de los flebotomos: 
Leishmania (intestino medio o anterior) y Viannia (intestino posterior, medio y 
anterior). Se han descrito alrededor de 20 especies patógenas para el hombre (OMS, 
2010) clasificadas en base a hallazgos clínicos, serológicos, inmunopatológicos, 
epidemiológicos y geográficos. Con el empleo de diversos marcadores moleculares 
como la proteína de 70 kDa heat-shock-protein (hsp70) y hsp20 se ha obtenido una 
clasificación filogenética molecular más precisa (Fraga et al. 2010; Fraga et al. 2013). 
Dichos estudios proponen agrupar las distintas especies o complejos de Leishmania de 
la siguiente forma: 1) Subgénero Leishmania que incluye a L. major, L. tropica, L. 
aethiopica, L. mexicana y L. donovani. En el complejo L. donovani se incluyen dos 
especies: L. donovani idéntica a L. archibaldi y L. infantum indistinguible de L. 
chagasi, y 2) Subgénero Viannia con L. lainsoni, L. naiffi, L. guyanensis y L. 
braziliensis. 
 
 

II.6. Ciclo de vida 
 

El ciclo de vida de Leishmania es digenético, con dos estadíos claramente 
diferenciados: 
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El promastigote es extracelular, alargado y de aproximadamente 20 μm de 
longitud. Posee un núcleo central y un kinetoplasto terminal o subterminal en la parte 
anterior, del cual se origina un flagelo con un tamaño aproximado al del cuerpo del 
parásito (Fig. 12A). Este estadío reside en el tracto digestivo del insecto vector 
(hospedador invertebrado) en un ambiente hidrolítico, con pH neutro y una media de 
temperatura de 28ºC. 
 

Por su parte, el amastigote es intracelular, ovalado o redondeado, y con un tamaño 
de 2-5 μm. Cerca de su núcleo central está situado el kinetoplasto, en forma de barra 
asociada a un rudimento de flagelo que no sobresale del cuerpo del parásito (Fig. 12B). 
Reside en el interior de los macrófagos del hospedador vertebrado, donde hay un 
ambiente hidrolítico, con pH ácido (4,5-5,5), una temperatura cercana a los 37ºC y 
numerosas especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS). 
 

 
 
Figura 12. Formas promastigota y amastigota de Leishmania. 
(A) Promastigotes de Leishmania tropica obtenidos a partir de un cultivo. La flecha indica un parásito 
multiplicándose por fisión binaria longitudinal. (B) Amastigotes de L. donovani localizados en el interior 
de macrófagos en cultivo, indicados con flechas. Fotografías tomadas de Bañuls et al., 2007. 
 
 

Un paso esencial del ciclo de vida del parásito lo constituye la metaciclogénesis, 
que es inducida por la escasez de nutrientes y la acidificación del medio, y que supone 
que las formas promastigotas procíclicas no infectivas pierdan su capacidad 
proliferativa y adquieran capacidad infectiva. Los promastigotes metacíclicos 
generados son inoculados al hospedador vertebrado cuando el insecto vector hembra 
ingiere su sangre. Posteriormente, son fagocitados por células dendríticas y macrófagos, 
diferenciándose al estadío amastigote en el interior de los fagolisosomas o vacuolas 
parasitóforas. Los amastigotes se multiplican por fisión binaria hasta provocar la rotura 
celular, que conlleva la liberación de los parásitos al torrente sanguíneo, a través del 
cual pueden invadir otros tejidos y ser fagocitados nuevamente por macrófagos. Para 
cerrar el ciclo, el insecto vector se alimenta nuevamente de la sangre de un hospedador 
infectado. Los macrófagos se destruyen en el tracto digestivo del insecto, liberándose 
los amastigotes, que se diferencian en promastigotes procíclicos, los cuales se 
multiplicarán activamente (Fig. 13). 
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Figura 13. Ciclo de vida de Leishmania. 
El insecto vector hembra (1) se alimenta de la sangre de un hospedador mamífero infectado, que contiene 
(2) macrófagos infectados por amastigotes. (3) Los amastigotes se liberan en el intestino del insecto y (4) 
se transforman en promastigotes procíclicos, los cuales (5) se multiplican activamente por fisión binaria 
longitudinal. (6) Los promastigotes procíclicos migran a la válvula faríngea, reinician la división celular y 
(7) se transforman en promastigotes metacíclicos, los cuales poseen capacidad infectiva. (8) El insecto 
vector hembra transfiere los promastigotes metacíclicos a un nuevo hospedador mamífero durante la 
picadura. (9) Los promastigotes metacíclicos (10) pueden infectar activamente los macrófagos o ser 
fagocitados. (11) En el interior del macrófago, los promastigotes metacíclicos se transforman en 
amastigotes, que (12) se adhieren a la membrana de la vacuola parasitófora y (13, 14) se multiplican de 
manera intensa por mitosis. (15) Finalmente, se produce la rotura del macrófago y (16) los amastigotes 
liberados (17) pueden infectar nuevos macrófagos. Adaptada de Teixeira et al., 2013. 
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II.7. Establecimiento de la infección 
 

Los parásitos del género Leishmania poseen una serie de moléculas de superficie 
que interaccionan con su hospedador durante su ciclo de vida y que actúan como 
factores de virulencia, de entre las que pueden destacarse el lipofosfoglicano (LPG) 
(revisado por Forestier et al., 2015) y la glicoproteína de superficie gp63 (revisado por 
Arango Duque y Descoteaux, 2015). En el tracto digestivo del insecto vector, estas 
moléculas de superficie protegen a los promastigotes de la acción de enzimas 
hidrolíticas. Además, el LPG permite que los promastigotes procíclicos permanezcan 
adheridos al epitelio intestinal mediante su unión con galectinas del insecto (Kamhawi 
et al., 2004). Durante la metaciclogénesis, las moléculas de LPG experimentan 
modificaciones como una elongación de su estructura y cambios de composición, lo que 
reduce su afinidad por las galectinas. Esto permite que los promastigotes metacíclicos 
puedan migrar hacia la faringe del insecto como paso previo a su inoculación al 
hospedador vertebrado (Cunningham, 2002). 
 

Cuando los promastigotes se introducen en el torrente circulatorio del hospedador 
vertebrado tras la picadura del insecto vector hembra, su supervivencia depende de su 
capacidad para evadir la respuesta inmune innata del hospedador que se desencadena 
ante su presencia (revisado por Cecílio et al., 2014; revisado por de Morais et al., 2015). 
En primer lugar, los promastigotes metacíclicos resisten la lisis mediada por el 
complemento, algo que no son capaces de hacer los promastigotes procíclicos. Esto se 
debe a cambios en la composición del LPG y a la mayor longitud de esta molécula en 
los promastigotes metacíclicos, lo que impediría la asociación de las subunidades C5b-
C9 del complejo de ataque a membrana del complemento, que actúa como efector de la 
lisis celular (Puentes et al, 1989 y 1990). Además, los promastigotes metacíclicos 
expresan gran cantidad de gp63, que es una metaloproteasa capaz de convertir C3b en la 
forma inactiva C3bi (Brittingham y Mosser, 1996). 
 

Por otro lado, el LPG se une a los receptores de tipo Toll (TLR) 2 y 4 de 
macrófagos y células Natural Killer (NK), lo que interfiere con las respuestas 
proinflamatorias (revisado por Forestier et al., 2015). Además, la presencia de 
promastigotes apoptóticos en el inóculo induce la liberación de citoquinas 
antiinflamatorias como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) y la 
interleucina-10 (IL-10), así como la disminución en la expresión de una citoquina 
proinflamatoria, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (van Zandbergen et al., 
2006). Estas acciones evitan la activación de los mecanismos antimicrobianos del 
hospedador, lo que favorece la supervivencia de los parásitos viables. 
 

Para que se establezca y se perpetúe la infección, es necesario que se recluten 
células susceptibles de ser infectadas. Se ha observado que Leishmania modula la 
secreción de quimiocinas, habiéndose detectado un aumento de muchas de ellas tras la 
inoculación (revisado por Cecílio et al., 2014). Las diferencias en la expresión de estas 
proteínas, que actúan induciendo y regulando la migración de células inmunes, pueden 
tener como consecuencia la aparición de diferentes patrones de infección y enfermedad. 
 

Los promastigotes metacíclicos penetran en el macrófago mediante fagocitosis 
mediada por receptores. Para ello, juegan un papel importante el LPG y gp63, que son 
las principales moléculas responsables de la interacción con el macrófago (revisado por 
Forestier et al., 2015; revisado por Arango Duque y Descoteaux, 2015). Las proteínas 
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del complemento C3b y C3bi interaccionan con los receptores del macrófago CR1 y 
CR3, respectivamente. La opsonización de los promastigotes metacíclicos es mediada 
por C3bi (revisado por de Morais et al., 2015), por lo que la acción proteasa de la gp63 
anteriormente descrita favorece la interacción con CR3, lo que resulta más ventajoso 
para evitar la acción oxidativa del macrófago durante la fagocitosis. Por otro lado, el 
LPG interacciona con la proteína C reactiva (CRP), lo que permite la fagocitosis 
mediada por el receptor de CRP sin que se active el macrófago. Además, el LPG 
también puede interaccionar con el receptor de manosa-fucosa mientras que gp63 puede 
hacerlo con el receptor de fibronectina (revisado por Cecílio et al., 2014). 
 

Después de interaccionar con el macrófago, los promastigotes metacíclicos se 
internalizan en el fagolisosoma. En algunas especies de Leishmania se ha observado un 
retraso en la fusión de las membranas del fagosoma y el endosoma, que puede deberse a 
una repulsión de las mismas provocada por el LPG. Esto permite que pueda producirse 
la conversión de las formas promastigotas en amastigotas, que son las únicas capaces de 
resistir la actividad hidrolítica del fagolisosoma. En otras especies, la existencia de una 
vacuola parasitófora de gran tamaño implica una dilución de las enzimas hidrolíticas del 
macrófago, lo que hace que sea innecesario un retraso en la fusión del fagolisosoma 
(revisado por Cecílio et al., 2014). Otras moléculas que intervienen durante este proceso 
son las peroxirredoxinas así como una superóxido dismutasa, que producen la depleción 
de los derivados de nitrito y las especies reactivas de oxígeno intermedias (ROI) del 
fagosoma (Barr y Gedamu, 2001 y 2003), consideradas las moléculas microbicidas más 
importantes. Además, el LPG inhibe la proteína quinasa C (PKC) (revisado por de 
Morais et al., 2015), una enzima clave para la producción de ROS, y protege contra la 
acción de las enzimas lisosomales por su fuerte carga negativa y sus unidades repetidas 
de galactosa y manosa (Forestier et al., 2015). Asimismo, gp63 actúa contra enzimas 
lisosomales, ya que su actividad proteolítica es óptima al pH ácido del fagolisosoma 
(Arango Duque y Descoteaux, 2015), y participa en la defensa contra los péptidos 
antimicrobianos (revisado por Cecílio et al., 2014). 
 

Los amastigotes se aprovechan de la célula hospedadora para poder sobrevivir y 
replicarse, obteniendo de ella la mayoría de los nutrientes que requieren para su 
metabolismo (Naderer y McConville, 2008). Parece que los parásitos pueden inhibir o 
retrasar la apoptosis del macrófago a la vez que pueden promover la apoptosis de los 
linfocitos T efectores (revisado por Cecílio et al., 2014). Además, son capaces de 
distorsionar las vías de señalización del macrófago para modular la producción de varias 
citoquinas y moléculas microbicidas, inhibir la presentación de antígenos y bloquear las 
moléculas coestimuladoras necesarias para la activación de células T específicas de 
antígeno (Bhardwaj et al., 2010). 
 

Por otra parte, los neutrófilos tienen un importante papel durante la fase inicial de 
la infección. Tras la picadura del insecto vector, se produce una rápida y numerosa 
movilización de estas células hacia el lugar de inoculación (Charmoy et al., 2010). Los 
neutrófilos ingieren los parásitos y destruyen con facilidad la mayoría de ellos (Nathan, 
2006), pero algunos pueden sobrevivir en su interior de manera transitoria. Esto lo 
consiguen evitando la generación de ROS y dirigiéndose a los compartimentos no 
líticos del neutrófilo (Laufs et al., 2002; Gueirard et al., 2008; Charmoy et al., 2010). 
Además, los parásitos son capaces de inhibir la elastasa de los neutrófilos, previniendo 
la activación de TLR-4, lo que resulta crucial para la supervivencia de los parásitos 
(Faria et al., 2011). Dentro del neutrófilo, los promastigotes no son capaces de crecer ni 
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de diferenciarse a amastigotes (Naderer y McConville, 2008). Los promastigotes deben 
transferirse desde los neutrófilos hasta los macrófagos, pero no está claro el modo en 
que esto sucede (Charmoy et al., 2010). Se ha observado in vitro que los neutrófilos 
infectados se vuelven apoptóticos a los 2-4 días, exponiendo PS en su superficie, lo que 
facilita el reconocimiento por los macrófagos, que terminan fagocitándolos. Esta vía se 
denomina silenciosa o "Caballo de Troya", ya que los parásitos transferidos al 
macrófago podrán replicarse libremente (Laskay et al., 2008). Sin embargo, al estudiar 
in vivo la interacción entre neutrófilos infectados por Leishmania y macrófagos, se 
observó que los parásitos se liberaban en primer lugar del neutrófilo para posteriormente 
entrar en los macrófagos (Peters et al., 2008). 
 

Finalmente, es de interés destacar que los parásitos pueden infectar células con 
reducida actividad antimicrobiana, como fibroblastos y hepatocitos, contribuyendo a 
que puedan mantenerse en el hospedador vertebrado durante largos periodos (revisado 
por Bogdan, 2008; revisado por Kaye y Scott, 2011). 
 
 

II.8. Biología y bioquímica de Leishmania 
 

Los parásitos del género Leishmania y otras especies del orden Kinetoplastida 
poseen una serie de características a nivel estructural y metabólico que los diferencian 
del resto de organismos eucariotas. Entre estas particularidades, puede destacarse la 
existencia de procesos como la transcripción policistrónica, la maduración del mRNA 
mediante trans-splicing y la edición del RNA mitocondrial; la presencia de 
componentes específicos de membrana anclados a glicosilfosfatidilinositol (GPI); 
orgánulos característicos como el kinetoplasto, los acidocalcisomas o los glicosomas; o 
el papel del tripanotión en el mantenimiento del ambiente reductor en el interior del 
parásito. 
 

Con respecto al material genético, se ha secuenciado el genoma de seis especies de 
Leishmania: L. major, L. infantum, L. donovani, L. braziliensis, L. mexicana y L. 
tarentolae (http://www.genedb.org/; http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Esto ha permitido 
conocer que estos organismos poseen alrededor de 8.200 genes por genoma aploide, de 
los cuales unos 6.200 están conservados en otros tripanosomátidos (Trypanosoma cruzi 
y Trypanosoma brucei) y más de 1.000 son específicos de Leishmania (Peacock et al., 
2007; Raymond et al., 2012). En un principio se consideraba que Leishmania es un  
organismo diploide, pero actualmente se conoce que existe variación en el número de 
copias de varios cromosomas entre diferentes aislados y especies (Rogers et al., 2011). 
Además, comparando los genomas de L. major, L. infantum y L. braziliensis se han 
encontrado alrededor de 200 genes que presentan una distribución diferencial entre estas 
especies y únicamente 78 genes que solo se encuentran en una de ellas (Peacock et al., 
2007). Algunos de esos genes están implicados en las interacciones con las células del 
hospedador y con la supervivencia de los parásitos dentro de los macrófagos. L. 
infantum y las demás especies del Viejo Mundo, L. donovani y L. major, tienen 36 
cromosomas, pero las especies del Nuevo Mundo cuentan con 34 (L. mexicana) o 35 (L. 
braziliensis) (revisado por Rogers et al., 2011). 
 

El genoma de Leishmania tiene una elevada plasticidad, lo que significa que 
pueden amplificar el número de copias de genes individuales o grupos de genes en 
situaciones de estrés como la exposición a fármacos. Muchos genes de Leishmania se 
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encuentran organizados como repeticiones en tándem, pudiéndose transcribir de manera 
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los eucariotas superiores para la poliadenilación, la cual está determinada espacialmente 
del mRNA situado corriente abajo (LeBowitz et al., 1993).

Figura 15. Proceso transcripcional en Leishmania. Adaptada de Teixeira, 1998. 
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prenilación son esenciales para que puedan anclarse a la membrana y/
interaccionar con otras proteínas (Kramer, 2012). Existen fenómenos de regulación 

traduccional relacionados con la expresión diferencial de genes entre los diferentes 
estadíos del parásito (Myler y Fasel, 2006). 

degradación de proteínas también parece tener gran importancia en 
puesto que, igual que sucede en la mayoría de organismos eucariotas, las 

peptidasas constituyen aproximadamente el 2% de los genes codificantes de proteínas 
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interaccionar con otras proteínas (Kramer, 2012). Existen fenómenos de regulación 
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(Ivens et al., 2005). Algunas de ellas se han identificado como factores de virulencia o 
como potenciales dianas de fármacos. Además, Leishmania posee numerosas enzimas 
conjugadoras de ubiquitina, lo que indica la existencia de un sistema citosólico de 
degradación de proteínas independiente de lisosomas. De hecho, otra característica 
diferencial de los tripanosomátidos es que son los únicos organismos eucariotas que 
poseen dos complejos proteasa dependientes de ATP: el proteasoma típico de eucariotas 
y un complejo denominado HslVU, parecido al que presentan algunas bacterias. Ambos 
complejos parecen estar implicados en la regulación de diferentes eventos del ciclo 
celular de los tripanosomátidos (Li et al, 2002; Mbang-Benet et al., 2014). 
 

La membrana plasmática de Leishmania presenta algunas características que la 
diferencian de la que poseen las células de los organismos eucariotas superiores. La 
mayor parte de los componentes de la superficie celular, como por ejemplo el LPG y 
gp63, se encuentran anclados a glicosilfosfatidilinositol (GPI), una estructura que, entre 
otras funciones, protege al parásito en procesos como la lisis mediada por complemento 
o por hidrolasas, y que se considera un factor de virulencia. Las macromoléculas más 
abundantes en esta envoltura son glicoproteínas, proteofosfoglicanos altamente 
glicosilados y lipofosfoglicanos complejos. En la fase amastigote, la expresión de 
macromoléculas ancladas a GPI disminuye notablemente, aunque sí se mantiene la 
expresión de GPIs libres (Ilgoutz y McConville, 2001) (Fig. 16). En cuanto a la 
composición lipídica de la membrana, la principal diferencia respecto a mamíferos 
reside en que el principal esterol que se encuentra es el ergosterol (Urbina, 1997). 
 

 
 
Figura 16. Representación esquemática de la membrana plasmática de las formas promastigote y 
amastigote. 
LPG, lipofosfoglicano; GPI, glicosilfosfatidilinositol; PPG, proteofosfoglicano. Tomada de Ilgoutz y 
McConville, 2001. 
 
 

Además, la membrana plasmática se encuentra recubierta en toda su cara 
citoplasmática por una red de microtúbulos. Esto le proporciona una rigidez que impide 
que se lleven a cabo los procesos de endocitosis y exocitosis, que solo pueden 
producirse en una zona denominada bolsillo flagelar (Fig. 14), localizada en el extremo 
flagelado del parásito y que carece de esta red de microtúbulos (Overath et al., 1997). 
En el tráfico vesicular intervienen distintos orgánulos: un retículo endoplasmático de 
gran tamaño, numerosas vesículas ubicadas entre este retículo y la cara cis del aparato 
de Golgi, el propio aparato de Golgi, y un conjunto de vesículas y elementos 
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tubulovesiculares dispuestos entre la cara trans del aparato de Golgi y el bolsillo 
flagelar, que constituyen la red del trans-Golgi (TGN) (Landfear e Ignatushchenko, 
2001). Por otro lado, en el tráfico vesicular de Leishmania también participa el túbulo 
multivesicular (MVT), que es un compartimento lisosomal terminal que se extiende 
desde el TGN hasta el extremo posterior de la célula (Ilgoutz et al., 1999; Weise et al., 
2000; Mullin et al., 2001). 
 

Existen otros orgánulos característicos de los tripanosomátidos. Uno de ellos son 
los acidocalcisomas, electrodensos y con pH ácido, dentro de los cuales se acumulan 
grandes cantidades de pirofosfatos, polifosfatos, aminoácidos básicos, calcio y otros 
cationes. Son de forma esférica y están distribuidos por todo el citoplasma del parásito. 
Entre sus funciones están la homeostasis del calcio, el mantenimiento del pH 
intracelular y la osmorregulación del parásito (revisado por Moreno y Docampo, 2009). 
 

Los glicosomas son otros orgánulos típicos de estos organismos. Dentro de ellos 
tiene lugar la mayor parte de la glucólisis, una ruta metabólica que en casi todos los 
eucariotas es exclusivamente citosólica. En Leishmania, otras rutas que suceden en los 
glicosomas, al menos de manera parcial, son la vía de las pentosas fosfato, la β-
oxidación de ácidos grasos, la recuperación de purinas, y la biosíntesis de pirimidinas, 
éteres lipídicos e isoprenoides (revisado por Gualdrón-López et al., 2012). También se 
han encontrado en los glicosomas algunas enzimas implicadas en la defensa frente al 
estrés oxidativo. 
 

La compartimentalización de la glucólisis facilita la regulación de esta ruta 
metabólica y permite al parásito adaptarse rápida y eficientemente a nuevas 
condiciones, como cortos periodos de anaerobiosis (Michels et al., 2006). Además de 
glucosa, otra de las principales fuentes de energía utilizada por Leishmania son los 
aminoácidos, especialmente la prolina. También es capaz de metabolizar otros azúcares, 
ya que en el glicosoma se han encontrado quinasas de azúcares como la ribuloquinasa y 
la xiluloquinasa (Opperdoes y Coombs, 2007). El balance energético obtenido en el 
interior del glicosoma es nulo. Sin embargo, el metabolismo mitocondrial en 
Leishmania es de gran importancia. Las especies del orden Kinetoplastida poseen una 
única mitocondria ramificada a lo largo del parásito (Fig. 14), en la que tienen lugar 
numerosas rutas del metabolismo energético. En ella se localiza una cadena de 
transporte de electrones muy activa, que constituye la principal fuente de energía del 
parásito. El mantenimiento del potencial de la membrana mitocondrial (ΔΨm) es 
indispensable para la supervivencia del parásito, puesto que de él dependen la 
fosforilación oxidativa y la síntesis de ATP (revisado por Menna-Barreto y de Castro, 
2014). 
 

Los tripanosomátidos se distinguen también de los eucariotas superiores porque su 
metabolismo redox, necesario para mantener un medio intracelular reductor, está 
fundamentalmente basado en la molécula N1,N8-bis(glutationil)espermidina o 
tripanotión en lugar de glutatión. Esta molécula está implicada en funciones como la 
replicación del DNA, la defensa frente a agentes oxidantes y la detoxificación de 
cetoaldehídos, xenobióticos y metales pesados (revisado por Krauth-Siegel y Comini, 
2008; Colotti e Ilari, 2011). Además del empleo de tioles (cisteína, glutatión, 
espermidina y tripanotión) como agentes antioxidantes, Leishmania ha desarrollado 
otros mecanismos para protegerse contra las defensas del hospedador, como la 
producción de enzimas que detoxifican las ROS y RNS (Castro y Tomás, 2008), y la 
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inhibición de los mecanismos de defensa oxidativa del hospedador (Bhardwaj et al., 
2010). 
 

El metabolismo de nucleótidos también presenta algunas diferencias con respecto 
al de los eucariotas superiores. Leishmania no puede sintetizar el anillo de purina a 
partir de precursores metabólicos, por lo que debe obtener purinas preformadas a partir 
del hospedador. La recuperación se lleva a cabo a través de unos transportadores 
localizados en la membrana plasmática (Landfear et al., 2004). Sí puede realizar síntesis 
de pirimidinas de novo, contando con la enzima bifuncional dihidrofolato reductasa y 
timidilato sintasa (DHFR-TS). En mamíferos, estas dos reacciones las llevan a cabo 
enzimas diferentes. Leishmania tampoco puede sintetizar folatos, por lo que debe 
obtenerlos del medio extracelular (Opperdoes et al., 2007). 
 

Además, los tripanosomátidos son auxótrofos para el hemo, necesario para la 
correcta funcionalidad de algunas proteínas como los citocromos. A diferencia de los 
eucariotas superiores, Leishmania carece de al menos cinco de las enzimas necesarias 
para la síntesis de hemo (Dutta et al., 2008). Por ello, necesita captar del medio externo 
la propia molécula de hemo, o bien su precursor inmediato, la protoporfirina IX (Pal y 
Joshi-Purandare, 2001; Rao et al., 2005). 
 
 

II.9. Tratamiento de la leishmaniasis 
 

En la actualidad se carece de una vacuna eficaz frente a la leishmaniasis humana y 
los métodos de control de las poblaciones del insecto vector son poco efectivos, lo que 
supone que el tratamiento con fármacos sea la única herramienta para hacer frente a esta 
enfermedad. Sin embargo, el arsenal terapéutico del que se dispone es escaso y los 
fármacos empleados se caracterizan por su toxicidad, alto coste y aparición creciente de 
resistencias a los mismos. Un problema añadido lo representa el incremento progresivo 
de coinfecciones con VIH, en cuyo caso el tratamiento es poco eficaz, ya que son 
frecuentes las recaídas meses después del final del tratamiento. Aunque en menor 
proporción, estas recaídas pueden producirse también en individuos inmunocompetentes 
(revisado por Alvar et al., 2008; revisado por van Griensven et al., 2014). 
 

Otras dificultades añadidas en el tratamiento son las diferencias de susceptibilidad a 
los fármacos empleados que presentan de forma intrínseca las distintas especies, así 
como las diferencias que se observan para un mismo fármaco y especie en función del 
área geográfica. Por ello, cada tratamiento debe ser reevaluado en las diferentes áreas 
geográficas endémicas de leishmaniasis (Dorlo et al., 2012a). 
 

El tratamiento de la LC se debe decidir en función de la gravedad de las lesiones, el 
agente etiológico y la posibilidad de que se convierta en un proceso de leishmaniasis 
mucocutánea (Sundary Chakravarty, 2015a). Se prefiere tratar de manera local para 
evitar la toxicidad sistémica de los fármacos empleados, a no ser que existan lesiones de 
gravedad o riesgo de desarrollar LMC. Además del empleo de algunos fármacos, 
también han demostrado su eficacia algunas técnicas de termoterapia (50 ºC durante 
30 s) y crioterapia con nitrógeno líquido (-195 ºC) (OMS, 2010). Por el contrario, la 
LV requiere necesariamente de tratamiento farmacológico, puesto que el desenlace de 
esta forma de la enfermedad es fatal en ausencia del mismo. 
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De los fármacos disponibles en la actualidad pueden destacarse los siguientes aspectos: 
 

Usados desde los años 1940, los complejos de antimonio pentavalente en forma 
de estibogluconato sódico (Pentostam®) (Fig. 17) o antimoniato de meglumina 
(Glucantime®) continúan usándose dentro de la primera línea de tratamiento frente a 
cualquier tipo de leishmaniasis en numerosas áreas geográficas. Estos fármacos resultan 
accesibles por su bajo precio, pero tienen como inconvenientes la necesidad de largos 
periodos de administración parenteral y la alta toxicidad, que incluye graves efectos 
secundarios como dolor en el lugar de la inyección, arritmias cardiacas o pancreatitis 
aguda. Para el tratamiento de ciertos casos de LC, estos antimoniales pentavalentes se 
pueden administrar de forma intralesional (Monge-Maillo y López-Vélez, 2013a; 
Sundar y Chakravarty, 2015a). 
 

Estos compuestos actúan promoviendo el eflujo de tioles e inhibiendo la tripanotión 
reductasa y la glutatión sintetasa, lo que origina una acumulación de las formas 
oxidadas de tripanotión y de glutatión (Wyllie et al., 2004). Su acción conduce a una 
depleción en los niveles de ATP, despolarización de la membrana mitocondrial y 
producción de ROS, lo que conduce al proceso de muerte celular similar a la apoptosis 
(Ouellette et al., 2004). Es frecuente la aparición de resistencias en los parásitos, 
habiéndose descrito, por ejemplo, que hasta el 65% de los casos de LV en el estado de 
Bihar (India) son resistentes a Glucantime® (Chappuis et al., 2007). 
 

La anfotericina B es un antibiótico poliénico (Fig. 17), muy usado como 
antifúngico, pero que también posee una gran acción leishmanicida. Se viene 
administrando desde hace tiempo frente a la LV en forma de complejo con la sal biliar 
desoxicolato cuando falla el tratamiento con antimoniales pentavalentes, obteniéndose 
una tasa de curación cercana al 100% en el estado de Bihar (Thakur et al., 2004; Sundar 
y Chakravarty, 2015a). Entre los inconvenientes de este fármaco se encuentran la 
necesidad de hospitalización del paciente y de una estricta monitorización durante 4 o 5 
semanas, el alto coste y la alta incidencia de reacciones adversas, entre las que se 
incluyen fiebre, tromboflebitis, nefrotoxicidad, hipokalemia y miocarditis (Sundar y 
Chakravarty, 2015a). 
 

La anfotericina B se encuentra también disponible en formulaciones lipídicas 
como el AmBisome® que, al igual que la forma desoxicolato, son de administración 
parenteral. Se prefieren a la anfotericina B convencional por su menor perfil de 
toxicidad, ya que con ellas se consigue disminuir la exposición del fármaco libre a los 
diferentes órganos. Por ello, se emplean como primera línea de tratamiento frente a la 
LV en la región mediterránea y Sudamérica, incluyendo los casos de coinfección con 
VIH (Sundar y Chakravarty, 2015a). También se han obtenido excelentes resultados 
frente a la LMC en Sudamérica. Su utilización en los países más desfavorecidos no está 
aún tan extendida debido a su alto coste, si bien en 2007 se acordó con la OMS un 
precio preferencial (18 $ por un vial de 50 mg) para su uso en las regiones endémicas de 
LV (Olliaro y Sundar, 2009). Además, han mostrado una eficacia limitada en el 
tratamiento de las coinfecciones con VIH en Etiopía (Sundar y Chakravarty, 2015a). Por 
el contrario, sí que presentan gran eficacia frente a la LV en la India, con tasas de 
curación superiores al 95% (Sundar y Chakravarty, 2008), habiéndose obtenido también 
muy buenos resultados en este país con el empleo de una única dosis (Sundar et al., 
2010; Edwards et al., 2011). 
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La anfotericina B se une al ergosterol de la membrana plasmática del parásito con 
alta afinidad, generando poros acuosos, aumentando la permeabilidad a iones y 
provocando la muerte del parásito (Leandro y Campino, 2003). La resistencia clínica a 
este fármaco es poco frecuente (Chappuis et al., 2007; Ouellette et al., 2013). En la 
actualidad se investigan otros sistemas de liberación de la anfotericina B y 
formulaciones orales, lo que podría abaratar su empleo y reducir los efectos tóxicos 
(Chávez-Fumagalli et al., 2015; Sundar y Chakravarty, 2015b). 
 

La pentamidina es una diamidina (Fig. 17) que se usó en los años 1980 frente a la 
LV en la India en casos de resistencia a antimoniales pentavalentes. Posteriormente, se 
ha usado principalmente para el tratamiento de la LC en Latinoamérica (Dorlo et al., 
2008a). La aparición de resistencias es muy rápida y sus efectos adversos son 
numerosos, por lo que su empleo ha ido disminuyendo con el tiempo. Sin embargo, se 
ha mostrado en los últimos años como un compuesto interesante para la profilaxis 
secundaria de LV en pacientes infectados por VIH (Patel et al., 2009; 
ClinicalTrials.gov, 2015). Este compuesto se acumula en la mitocondria del parásito, 
donde inhibe la topoisomerasa II mitocondrial y la biosíntesis de poliaminas, y altera el 
potencial de membrana mitocondrial (Basselin et al., 2002; Croft et al., 2006). 
 

Uno de los fármacos más prometedores es el antibiótico aminoglucósido-
aminociclitol paromomicina o aminosidina (Fig. 17), para el que se observó actividad 
leishmanicida en los años 1980. Estudios llevados a cabo en la India, donde se aprobó 
en 2006 frente a la LV, muestran unas tasas de curación del 94-95% con su empleo por 
vía parenteral (Sundar y Chakravarty, 2008; Sinha et al., 2011). En África se ha 
observado una tasa de curación menor que la obtenida con antimoniales pentavalentes y 
en la región mediterránea y en Sudamérica no se tiene experiencia de uso frente a la LV 
(Musa et al., 2012; Sundar y Chakravarty, 2015a). Es un fármaco muy barato, pero tiene 
como desventajas la necesidad de inyectarlo intramuscularmente durante los 21 días que 
dura el tratamiento y de monitorizar los niveles de transaminasas en suero, así como la 
existencia de datos inadecuados para aprobar su uso en mujeres embarazadas (Chappuis 
et al., 2007). También se ha administrado por vía tópica contra la LC, presentando 
resultados variables (Sundar y Chakravarty, 2015a). Su actividad leishmanicida se 
debería a su unión en el sitio A del ribosoma, lo que inhibe la traducción proteica e 
introduce errores de lectura (Fernández et al., 2011). Hasta la fecha no se ha descrito la 
aparición de resistencia clínica al fármaco. 
 

Todos los fármacos anteriores tienen el inconveniente de requerir administración 
por vía parenteral. Por ello, la introducción en la India en 2002 de un fármaco oral, la 
miltefosina  (MLF) , que es una alquilfosfocolina (Fig. 17), supuso un importante 
avance al no requerir de hospitalización para su empleo. Las características de este 
compuesto, que continúa siendo en la actualidad el único de administración oral 
autorizado para el tratamiento de la leishmaniasis, serán desarrolladas ampliamente en 
el capítulo III de esta tesis doctoral. 
 

Otros compuestos con actividad leishmanicida usados por vía oral son azoles como 
el fluconazol (Fig. 17), el ketoconazol o el itraconazol. Se utilizan ampliamente como 
antifúngicos, pero despertaron interés para el tratamiento de la leishmaniasis porque 
inhiben la lanosterol 14α-desmetilasa, bloqueando la síntesis del ergosterol, principal 
esterol de la membrana plasmática de estos parásitos (Balaña-Fouce et al., 1998). Entre 
los efectos adversos se han descrito síntomas gastrointestinales y hepatotoxicidad 



Introducción 

 

- 50 - 
 

(Alrajhi et al., 2002). Han mostrado eficacia clínica frente a la LC (revisado por Monge-
Maillo y López-Vélez, 2013a), pero hay escasa evidencia al respecto frente a la LV 
(Monge-Maillo y López-Vélez 2013b). 
 

Existen además algunos compuestos que poseen una acción coadyuvante cuando se 
combinan con los antimoniales pentavalentes. Por ejemplo, el imiquimod es una amina 
imidazoquinolina de administración tópica que se emplea en el tratamiento de pacientes 
con lesiones cutáneas que son refractarias al tratamiento previo con antimoniales. Tiene 
efectos inmunomoduladores en el sitio de aplicación, induciendo la producción de 
citoquinas y óxido nítrico en macrófagos (Croft et al., 2006). La pentoxifilina es un 
derivado de la xantina que posee una acción inmunomoduladora coadyuvante cuando se 
combina con los antimoniales pentavalentes en el tratamiento de la LC y LMC (OMS, 
2010). De hecho, esta combinación es una de las preferidas para tratar la LC en el 
Nuevo Mundo (Sundar y Chakravarty, 2015a). Este fármaco se administra por vía oral y 
actúa inhibiendo la síntesis del TNF-α. Por último, el alopurinol  es un análogo tóxico 
de hipoxantina que interfiere en la síntesis del RNA del parásito. Se ha empleado en 
combinación con antimoniales pentavalentes (Singh y Sivakumar, 2004), ya que su 
aplicación en solitario no ha dado buenos resultados. Sin embargo, su uso está muy 
extendido en el tratamiento de la leishmaniasis canina (Noli y Saridomichelakis, 2014). 
 

 
Figura 17. Estructura química de diversos fármacos leishmanicidas. 
 
 

Como el arsenal terapéutico para tratar la leishmaniasis es reducido y además se ve 
amenazado por el desarrollo de resistencias y la pérdida de eficacia de los fármacos 
disponibles, hay numerosos compuestos que se encuentran en fase de investigación. 
Generalmente se trabaja con dianas farmacológicas que estén relacionadas con rutas 
bioquímicas y metabólicas esenciales para la supervivencia del parásito, y que presenten 
diferencias estructurales o funcionales significativas en comparación con las 
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correspondientes estructuras de mamíferos. Por ello, se investigan compuestos que 
afecten a la biosíntesis de folato, el metabolismo de purinas, de tioles o de poliaminas, 
la actividad de cisteín proteasas, la ruta glucolítica o la biosíntesis de ácidos grasos y de 
esteroles (revisado por Castillo et al., 2010; revisado por Rajasekaran y Chen, 2015). 
 

Entre los múltiples compuestos que han mostrado actividad leishmanicida in vitro 
se encuentran la buparvacuona, la doxorubicina, algunas chalconas, flavonoides, 
alquilfosfocolinas, bifosfonatos, sesquiterpenos, quinolinas, nitroimidazoles, 
compuestos bispiridínicos o fármacos que interfieren con el metabolismo del ergosterol, 
como el posoconazol y la amiodarona (Polonio y Efferth, 2008; Richard y Werbovetz, 
2010; Gómez-Pérez et al., 2014; Sundar y Chakravarty, 2015b). Sin embargo, teniendo 
en cuenta que la leishmaniasis es una enfermedad olvidada, no resulta extraño que sean 
muy pocos los compuestos que han alcanzado la fase II de los ensayos clínicos. Tal es el 
caso de la sitamaquina, un análogo de la primaquina de administración oral cuyo 
desarrollo clínico se ha detenido por su baja eficacia (Sundar y Chakravarty, 2015a), o 
el fexinidazol, que es un nitroimidazol que también podría ser efectivo frente a la 
tripanosomiasis africana (Sundar y Chakravarty, 2015b). 
 

Por último, conviene destacar que la OMS ha recomendado en los últimos años el 
empleo de terapias combinadas de fármacos leishmanicidas con el objetivo de reducir 
las dosis, la duración, el coste y la toxicidad del tratamiento, así como para mejorar la 
eficacia en los casos especialmente complicados y en las coinfecciones con VIH (van 
Griensven et al., 2010; Monge-Maillo y López-Velez. 2013b; Sundar y Chakravarty, 
2015a). Otra importante ventaja de las terapias combinadas es que pueden retrasar al 
máximo la aparición de resistencias, por lo que se consideran de gran utilidad para 
prolongar la vida terapéutica de los fármacos ya existentes (Bryceson, 2001; Sundar, 
2001; Croft et al., 2006; den Boer et al., 2009; van Griensven et al., 2010). Usando 
compuestos que presenten interacciones sinérgicas se logra disminuir el tamaño de la 
población parasitaria y se reduce la tasa de resistencia, ya que la probabilidad de 
desarrollar simultáneamente resistencia a varios tipos de acciones farmacológicas es el 
producto de las probabilidades de desarrollar resistencia a cada una por separado 
(Anderson, 2005). No obstante, Leishmania es capaz experimentalmente de desarrollar 
resistencia a las combinaciones de diferentes fármacos leishmanicidas (García-
Hernández et al., 2012). 

 
El tratamiento de elección para la LV en el Este de África y en Yemen en la 

actualidad es una combinación de antimoniales pentavalentes y paromomicina durante 
17 días (Sundar y Chakravarty, 2015a). También se han obtenido muy buenos 
resultados con el empleo de anfotericina B liposomal y miltefosina o paromomicina, y 
con la combinación de miltefosina y paromomicina (Sundar et al., 2008; Sundar et al., 
2011a y b). Estas últimas combinaciones, junto con el empleo de una dosis única de 
anfotericina B liposomal, constituyen el tratamiento de elección frente a la LV en el 
subcontinente indio (Sundar y Chakravarty, 2015a). 

 
 

II.10. Generación de resistencias a fármacos 
 

Como se ha visto en el apartado anterior, es relativamente frecuente que aparezca 
fallo terapéutico en las zonas endémicas de leishmaniasis. Esto puede deberse a factores 
que dependen del parásito responsable de la infección o a otros factores, como pueden 
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ser un tratamiento inadecuado, una alteración en la farmacocinética del fármaco, una 
reinfección o alteraciones de la respuesta inmune del paciente (revisado por 
Vanaerschot et al., 2014). 
 

La resistencia a fármacos es una de las principales problemáticas con las que se 
enfrenta la quimioterapia frente a las enfermedades infecciosas. Este fenómeno se 
define como la disminución de la eficacia de los fármacos sobre poblaciones celulares 
que previamente eran sensibles. En Leishmania, la resistencia puede ser natural, como 
la observada en L. braziliensis a miltefosina (Sánchez-Cañete et al., 2009), o adquirida, 
que es la que pueden desarrollar los parásitos al ser expuestos a dosis subóptimas de los 
fármacos (Croft et al., 2006; Croft, 2008). En muchas ocasiones, el mecanismo de 
resistencia a fármacos es multifactorial. La aparición de cepas de Leishmania resistentes 
a fármacos y su propagación, especialmente en el ciclo antroponótico, aumenta la 
posibilidad de que se generen parásitos con resistencia múltiple a otros fármacos. 
 

Existen diversos mecanismos que se pueden asociar directamente con la resistencia 
a fármacos (Fig. 18): 
 
- Disminución de los niveles del fármaco en el sitio de actuación. La primera barrera 
de resistencia se sitúa a nivel de la membrana plasmática, por lo que la resistencia se 
puede deber a la reducción en la permeabilidad de la membrana, que puede explicarse 
por alteraciones en la composición de la membrana plasmática o por la disminución en 
la expresión, mutaciones o pérdida del transportador encargado de la entrada del 
fármaco al parásito (Mandal et al., 2010; Pérez-Victoria et al., 2003a y b, 2006a y b). 
Otros mecanismos que reducen la concentración intracelular del fármaco son el 
aumento de su eflujo hacia el medio extracelular mediado por transportadores (Sauvage 
et al., 2009; Kedzierski et al., 2009), su inactivación por secuestro o metabolización 
(Ashutosh et al., 2007) o, en el caso de profármacos, la ausencia de su activación. 
 
- Amplificación de los genes que codifican para la diana terapéutica (Beverley et 
al., 1984) o mutaciones puntuales que conllevan cambios en la afinidad por el 
inhibidor  (Arrebola et al., 1994). Otro posible mecanismo es la amplificación génica 
de las dianas que constituyen una vía alternativa a la inhibida (Papadopoulou et al., 
1992). 
 
- Incremento de los sistemas de reparación del daño provocado por el fármaco 
(Ashutosh et al., 2007), como puede ser la inducción de genes de respuesta a estrés y 
que puede dar como consecuencia la capacidad de evadirse de la apoptosis (Vergnes et 
al., 2007). 
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Figura 18. Principales mecanismos de resistencia a fármacos en Leishmania. 

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la sobreexpresión de la glicoproteína
(Pgp) de Leishmania, una bomba de eflujo de fármacos perteneciente 

a la familia de transportadores ABC, confiere un fenotipo de resistencia cruzada
fármacos muy similar al descrito para la Pgp humana. Este fenotipo se revierte con 
diferentes inhibidores que también bloquean al ortólogo humano (Pérez

., 2001; Cortés-Selva et al., 2004; Pérez-Victoria 
., 2008; Jiménez-Alonso et al., 2008). 

Se han descrito diversos mecanismos de resistencia a antimoniales pentavalentes
El principal está relacionado con la disminución del fármaco en el interior del parásito, 
lo que puede lograrse de diversas maneras: descenso en la incorporación mediada por

AQP1 (Mandal et al., 2010), aumento del secuestro y eflujo 
dependiente de tioles mediado por algunos transportadores ABC
MRPA/ABCC3, de especial relevancia en clínica, o ABCI4 (Mukherjee

; Manzano et al., 2013), inhibición de la activación del fármaco o 
inactivación mediante metabolismo (Ashutosh et al., 2007). 

El metabolismo de los tioles juega un papel central en la defensa contra el daño 
causado por el estrés oxidativo producido por los antimoniales. Por ello, no es de 
extrañar que algunas líneas resistentes presenten amplificación de genes codificantes de 
algunas de las enzimas implicadas en la formación de los precursores del tripanotión, 

glutamilcisteín sintetasa) y la ODC (ornitina descarboxilasa), 
presentando incrementos significativos de los niveles de tioles intracelulares (Ashutosh 

., 2007). Además, la sobreexpresión de la triparredoxina y la triparredoxina 
peroxidasa, claves en la detoxificación de peróxidos, también se ha observado en 

Leishmania resistentes a estos compuestos (Wyllie 
Otros efectos que se han relacionado con resistencia en aislados clínicos han sido 
modificaciones en el citoesqueleto y la sobreexpresión de algunas proteínas de choque 

., 2007). 
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Aunque la resistencia clínica a anfotericina B es poco frecuente, se ha descrito un 
aislado clínico resistente al fármaco con mayor fluidez de la membrana plasmática y 
ausencia de ergosterol, reduciéndose así la afinidad por el compuesto, y que presentaba 
además sobreexpresión de la Pgp y una regulación positiva de la ruta metabólica de la 
triparredoxina (Purkait et al., 2012). En otras líneas resistentes se han encontrado 
aumentos de proteínas de choque térmico, proteínas involucradas en la neutralización de 
ROS (Brotherton et al., 2014), como la ascorbato peroxidasa (APX), una enzima 
ausente en humanos que transforma el H2O2 en agua y que protegería del estrés 
oxidativo y la muerte celular inducida por el fármaco (Kumar et al., 2014), así como un 
incremento del regulador de información silenciado 2 (Sir2), proteína que participa en la 
regulación de Pgp, la concentración de ROS y la muerte celular similar a la apoptosis 
(Purkait et al., 2015). 
 

Los parásitos resistentes a pentamidina no acumulan el fármaco en la mitocondria, 
requisito necesario para que éste pueda actuar, y expulsan al exterior celular la fracción 
que se encuentra en el citoplasma (Basselin et al., 2002), proceso en el que estaría 
implicado el transportador PRP1 (ABCC7), localizado en vesículas intracelulares 
(Coelho et al., 2007). 
 

Existen pocos estudios sobre los mecanismos de resistencia a paromomicina en 
Leishmania. Recientemente se ha propuesto que la resistencia a este compuesto puede 
ser un fenómeno multifactorial en el que se producen cambios en la fluidez de la 
membrana, una disminución en la acumulación del fármaco y una mayor tolerancia a los 
mecanismos de defensa del hospedador, y en el que estarían involucrados 
transportadores ABC como la Pgp y MRPA, y proteínas implicadas en la defensa frente 
al estrés nitrosativo (Bhandari et al., 2014). 
 

Por último, se han descrito diversos mecanismos de resistencia a miltefosina, que 
incluyen defectos en la entrada del fármaco al parásito, aumento del eflujo y tolerancia a 
la muerte celular inducida por el fármaco, y que serán descritos con detalle en el 
siguiente capítulo de esta tesis doctoral. 
 

Además, recientemente se ha demostrado in vitro la posibilidad de generar líneas 
resistentes a las diferentes combinaciones de fármacos que se están empleando en la 
actualidad frente a la leishmaniasis (García-Hernández et al., 2012). Estas líneas 
presentan un aumento de los niveles totales de tioles intracelulares y son capaces de 
mantener el potencial de la membrana mitocondrial y los niveles de ATP. Además, se 
han observado cambios en la fluidez de su membrana plasmática y adaptaciones 
metabólicas que les permiten protegerse tanto del estrés oxidativo (Berg et al., 2015) 
como de otras condiciones de estrés, presentando una mayor capacidad de supervivencia 
en el interior de los macrófagos (García-Hernández et al., 2015). 
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III. MILTEFOSINA  
 

III.1. Introducción histórica  

 
La miltefosina (MLF) es el único fármaco comercializado en la actualidad con 

reconocida eficacia por vía oral en el tratamiento de la LV y, junto con los azoles, en el 
de la LC (Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). 
 

Su actividad leishmanicida se observó en los años 1980 (Croft et al., 1987), de 
manera independiente, pero simultánea, al descubrimiento de su actividad 
anticancerígena (revisado por Croft y Engel, 2006). Inicialmente, la MLF se seleccionó 
para su desarrollo clínico como fármaco de administración tópica en las metástasis 
cutáneas en pacientes con cáncer de pecho, registrado como Miltex® (Smorenburg et al., 
2000), y de administración oral frente al tratamiento de tumores sólidos, abandonándose 
en los ensayos clínicos en fase II debido a sus efectos adversos gastrointestinales dosis-
dependientes (Sindermann y Engel, 2006). 
 

Tras los buenos resultados obtenidos in vitro con el empleo de MLF frente a 
Leishmania y los valores altos de biodisponibilidad obtenidos en estudios preclínicos, se 
estudió su actividad leishmanicida por vía oral en animales de experimentación, 
mostrando mayor eficacia que con la administración intravenosa estándar de 
estibogluconato sódico (Kuhlencord et al., 1992). Posteriormente, los buenos resultados 
obtenidos en la fases clínicas II y III realizados en la India frente a la LV (Sundar et al., 
1998 y 2002), condujeron al desarrollo de una colaboración especial entre la empresa 
farmacéutica alemana Zentaris GmBH, el Gobierno Indio y un programa en el que 
participaron el Banco Mundial, el Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo y  
la OMS, dando como resultado la aprobación de la MLF en la India en 2002 bajo el 
nombre de Impavido® (Engel, 2002). El desarrollo clínico de la MLF y su aprobación en 
diferentes países endémicos de leishmaniasis han continuado desde entonces, tanto en 
régimen de monoterapia como en terapia combinada, con la colaboración, entre otros, 
de Médicos Sin Fronteras, la Iniciativa Medicamentos para Enfermedades Olvidades 
(DNDi) y los gobiernos nacionales (Dorlo et al., 2012a). En 2002 la MLF se catalogó 
como medicamento huérfano por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y en 
2006 por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos 
(Dorlo et al., 2012a). Además, actualmente está incluida en la Lista Modelo de 
Medicamentos esenciales de la OMS (OMS, 18ª lista, 2013), y se ha recomendado 
como fármaco de primera elección en regiones endémicas de la India, Nepal y 
Bangladesh, donde es muy usado en la actualidad (Banjara et al., 2012; Ostyn et al., 
2014). 
 
 

III.2. Características químicas de la miltefosina 
 

La miltefosina o hexadecilfosfocolina (C21H46NO4P; Pm = 407,57 g/mol) pertenece 
al grupo de las alquilfosfocolinas, constituido por ésteres de fosfocolina y alcoholes 
alifáticos de cadena larga. Estos compuestos están relacionados estructuralmente con el 
grupo de los alquil-lisofosfolípidos, en los que el esqueleto de glicerol presente en los 
fosfolípidos se sustituye por una simple cadena alquílica (Dorlo et al., 2012a). 
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La MLF presenta características de tensioactivo anfótero, estando compuesta por 
una cadena hidrofóbica de 16 carbonos y una cabeza zw
fosforilo negativo (pKa ≈ 2) y una colina positiva permanentemente cargada (Fig. 19). 
Se trata además de una molécula anfipática que posee una concentración micelar crítica 
de 8-12 μM. Es fácilmente soluble en disolventes acuosos y
en agua y PBS es superior a 2,5 mg/ml, mientras que en etanol y DMSO es de 1,25 y 
0,8 mg/ml, respectivamente.
 

 
Figura 19. Estructura química de miltefosina y otros fármacos relacionados.
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conocidas como éteres lipídicos (Brachwitz y Vollgraf, 1995)
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La biodisponibilidad absoluta de la MLF administrada por vía oral no se ha 
determinado en humanos porque podría causar hemólisis tras su administración 
intravenosa (Kötting et al, 1992). El valor de este parámetro es del 82% en ratas y del 
94% en perros. Cuando se aplica el modelo bicompartimental, que es el que suele usarse 
para describir la farmacocinética de la MLF, la semivida de absorción (t½a) estimada es 
de 1,67 h (Dorlo et al., 2012c). Se ha observado que la concentración máxima de MLF 
en sangre (Cmax) se alcanza en adultos el día 23 de tratamiento (70 μg/ml), mientras 
que en niños esto sucede entre los días 23 y 28 (24 μg/ml) (Berman, 2008; Dorlo et al., 
2012a). 
 

El modelo bicompartimental abierto indica que, una vez que alcanza la circulación 
sistémica, la distribución del fármaco es directa y rápida en el compartimento central, 
mientras que parte del fármaco se distribuye de forma más lenta a los tejidos periféricos. 
En ensayos realizados con animales de experimentación, se ha observado que la 
distribución de la MLF es amplia, llegando a numerosos tejidos y alcanzando las 
mayores concentraciones en el hígado, los pulmones, los riñones, el bazo, las glándulas 
adrenales y la piel (Breiser et al., 1987; Marschner et al., 1992; Sindermann y Engel, 
2006). Es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica, aunque se desconoce en qué 
grado lo hace (Dorlo et al., 2012a). Por otro lado, como la MLF ha demostrado ser 
teratógena en animales de experimentación (Sindermann y Engel, 2006), no se ha 
estudiado en humanos si atraviesa la placenta ni si se excreta por la leche materna, pero 
es de esperar que ambas cosas sucedan a tenor de sus propiedades fisicoquímicas (Dorlo 
et al., 2012a). 
 

La MLF presenta una elevada unión a proteínas plasmáticas, con un porcentaje de 
unión que varía entre el 96% y el 98%, y es independiente de su concentración en 
plasma. De esta fracción, el 97% va unida a albúmina y el 3% restante a lipoproteínas 
de baja densidad (Kötting et al, 1992). 
 

No se ha observado metabolismo oxidativo de la MLF mediado por el citocromo 
P450 (CYP) (Sindermann y Engel, 2006), por lo que no se espera que existan 
interacciones con otros fármacos a este nivel. La principal, y posiblemente única, vía 
metabólica de la MLF parece estar mediada por las fosfolipasas C y D (Dorlo et al., 
2012a). Practicamente el 100% de la cantidad administrada de MLF es eliminada por 
metabolización, aunque ésta ocurre de manera lenta. Se ha observado que la excreción 
de MLF inalterada en orina es muy baja, siendo inferior al 0,2% de la dosis 
administrada en el día 23 de tratamiento. Además, no se espera que exista excreción 
fecal, aunque este proceso no se ha investigado clínicamente en humanos (Dorlo et al., 
2012a). 
 

Con todo, la característica farmacocinética más destacable de la MLF es su elevada 
vida media en el organismo, lo que conduce a una acumulación del fármaco durante el 
tratamiento. El estado estacionario no se alcanza hasta la última semana de tratamiento 
(Fig. 20), durante la cual se podrían monitorizar las concentraciones plasmáticas para 
conocer el grado de cumplimiento del tratamiento (Dorlo et al., 2012a). Aplicando el 
modelo bicompartimental, la MLF tendría una vida media inicial de eliminación de 7,05 
días y una vida media final de 30,9 días (Dorlo et al., 2008b). La falta de adherencia al 
tratamiento y la larga vida media de la MLF podrían tener importantes consecuencias, 
ya que podrían contribuir a la selección de parásitos resistentes al fármaco (Bryceson, 
2001). 
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Figura 20. Concentración plasmática de miltefosina predicha por el modelo bicompartimental. La 
curva se construyó a partir de 382 datos procedentes de 31 pacientes con LC (causada por L. major), 
todos ellos tratados con 150 mg de miltefosina al día durante 28 días. El área gris representa el intervalo 
de confianza al 90% para la concentración media. Tomada de Dorlo et al., 2008b. 
 
 

III.4. Mecanismo de acción de la miltefosina 
 

Existe bastante similitud entre los mecanismos de acción anticancerígena y 
leishmanicida propuestos para la MLF, si bien no están del todo elucidados en ambos 
casos. Parece que el efecto del fármaco depende más de la duración del tratamiento que 
de la concentración alcanzada (Dorlo et al., 2014). En cualquier caso, para que la MLF 
sea efectiva, en primer lugar debe entrar en el parásito y acumularse dentro de él (Pérez-
Victoria et al., 2006b). Se ha observado que la MLF puede alterar las membranas de los 
orgánulos intracelulares de Leishmania, integrándose en ellas e incrementando su 
dinámica molecular a causa de un efecto similar al de un detergente (Croft y Coombs, 
2003; Barratt et al., 2009; Moreira et al., 2014), pero se desconoce cómo es su 
distribución intracelular o si existe algún orgánulo en el que se acumule (Gamarro et al., 
2013). Aun así, está claro que su acción leishmanicida tiene lugar dentro del parásito y 
los experimentos realizados hasta la fecha indican que ésta podría llevarse a cabo de 
diferentes maneras (Fig. 21). 
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su aumento podría deberse a un aumento en su captación del medio externo 
(Rakotomanga et al., 2007). Es interesante resaltar que la MLF también afecta al 
metabolismo lipídico de las células de mamíferos, habiéndose observado, entre otros 
efectos, una reducción en la biosíntesis de PC y un aumento en la de colesterol 
(Carrasco et al., 2008; revisado por Marco et al., 2014). Otras alteraciones en el 
metabolismo de Leishmania que se han observado tras el tratamiento con MLF son el 
aumento en los niveles de alcanos, azúcares y nucleótidos (Vincent et al., 2013). 
 

A nivel mitocondrial, la MLF inhibe en Leishmania, de manera dosis-dependiente, 
la actividad de la citocromo c oxidasa, enzima que participa en la cadena de transporte 
de electrones, lo que origina una reducción del potencial de la membrana mitocondrial y 
un significativo declive de los niveles de ATP intracelular (Luque-Ortega y Rivas, 
2007). En levaduras se ha observado que la inhibición de la citocromo c oxidasa induce 
muerte celular similar a la apoptosis (Zuo et al., 2011). 
 

Precisamente, este proceso similar a la apoptosis es el que finalmente causa la 
muerte del parásito tras el tratamiento con MLF (Paris et al., 2004; Verma y Dey, 2004; 
Alzate et al., 2008). Este proceso se produce de forma dosis y tiempo dependiente 
(Mishra y Singh, 2013), y se debe a que el fármaco aumenta los niveles de especies 
reactivas de oxígeno (ROS), lo que conduce a un aumento del estrés oxidativo, 
alterándose el metabolismo de poliaminas (Vincent et al., 2013; Canuto et al., 2014) y 
el potencial de la membrana mitocondrial, liberándose al citoplasma el citocromo c y la 
superóxido dismutasa A mitocondrial de hierro (FeSODA) (Getachew y Gedamu, 
2012), y produciéndose finalmente la fragmentación del DNA nuclear (Moreira et al., 
2011; Das et al., 2013). 
 

En células humanas, la MLF induce la apoptosis por inhibición de la ruta PI3K-
Akt/PKB (Ruiter et al, 2003; Chakrabandhu et al., 2008). Se ha observado que, cuando 
se inhiben las fosfatidilinositol-3-quinasas PI3K-γ y PI3K-δ, los macrófagos son menos 
susceptibles a la infección por Leishmania mexicana (Liu et al., 2009; Cummings et al., 
2012) por lo que, como acción adicional, la MLF podría hacer que estas células sean 
más resistentes frente a estos parásitos (Dorlo et al., 2012a). 
 

En modelos animales se ha descrito que la acción leishmanicida de la MLF no es 
dependiente de células T ni de activación de macrófagos (Murray y Delph-Etienne, 
2000). Además, no afecta a la maduración de las células dendríticas, esenciales para el 
comienzo de la respuesta inmune frente a Leishmania (Griewank et al., 2010). Según 
estos datos, a diferencia de los antimoniales pentavalentes, las acciones principales de la 
MLF serían independientes del sistema inmune; de hecho, ha mostrado actividad en 
ratones con inmunodeficiencia combinada severa (Escobar et al., 2001). Por ello, se 
sugirió que este fármaco podría usarse para tratar la leishmaniasis en pacientes 
deficientes en células T, tales como los enfermos con SIDA. Este empleo se podría ver 
favorecido además por un reciente hallazgo, ya que se ha observado in vitro que la MLF 
puede reducir la replicación del VIH tipo 1 en células dendríticas y células CD4 (Garg y 
Tremblay, 2012). 
 

Sin embargo, la MLF podría tener propiedades inmunomoduladoras que 
contribuirían a su acción leishmanicida, aunque se desconoce la importancia de las 
mismas. La MLF parece modular la actividad de los macrófagos en humanos, pudiendo 
inducir la destrucción del parásito (Wadhone et al., 2009). Se ha observado que también 
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induce la liberación de diversas citoquinas pro-inflamatorias (Hochhuth et al., 1992; 
Zeisig et al., 1995; Hilgard et al., 1997; Eue, 2002; Mukhopadhyay et al., 2011). 
Además, en los macrófagos infectados, la MLF restaura la sensibilidad al interferón-γ 
(IFN-γ), potenciando la actividad de los receptores a esta citoquina activadora de 
macrófagos, y restaura el equilibrio Th1/Th2, promoviendo la respuesta citotóxica Th1 
dependiente de IL-12 (Wadhone et al., 2009). Por otro lado, se ha investigado el posible 
papel que desempeña en la actividad de la MLF el receptor del factor activador de 
plaquetas (PAF), un mediador inflamatorio que comparte algunas características 
estrucutrales con la MLF. Al bloquear la actividad de este receptor en macrófagos se ha 
observado un descenso en la producción de IFN-γ y TNF-α, dos citoquinas importantes 
en la respuesta inmune frente a Leishmania, y un descenso en la unión de un análogo 
fluorescente de MLF y en la actividad leishmanicida de la MLF (Gangalum et al., 
2015). 
 

Aparte de sus acciones anticancerígena y leishmanicida, la MLF también ha 
mostrado actividad contra otros protozoos parásitos (Trypanosoma sp., Entamoeba sp., 
Acanthamoeba sp., Trichomonas vaginalis), así como contra Schistosoma mansoni y 
algunas bacterias y hongos patógenos (revisado por Pachioni et al., 2013). Finalmente, 
se ha observado que inhibe tanto la activación de los mastocitos como la liberación de 
los mediadores que producen (Weller et al., 2009), por lo que se investiga su uso por vía 
tópica para el tratamiento de las enfermedades mediadas por estas células, como la 
mastocitosis, la urticaria o la dermatitis atópica (Maurer et al., 2013). 
 
 

III.5. Eficacia de la miltefosina en el tratamiento de la 
leishmaniasis 
 

Como se ha comentado anteriormente, la MLF se aprobó en 2002 para su uso en la 
India contra la LV , presentando un porcentaje de cura del 94-95% en los ensayos 
clínicos en fase III y IV (Sundar et al, 2006; Bhattacharya et al., 2007), si bien esta tasa 
se ha visto reducida con su empleo posterior por la aparición de recaídas (Sundar et al., 
2012; Rijal et al., 2013). En Bangladesh, donde la MLF se introdujo posteriormente, la 
tasa de curación observada es del 85% (Rahman et al., 2011). En el Este de África, la 
eficacia de la MLF frente a la LV ha sido moderada, con una tasa de curación del 75,6% 
en pacientes inmunocompetentes (Ritmeijer et al., 2006). En los países mediterráneos y 
en Latinoamérica los datos obtenidos al respecto son aún escasos (Monge-Maillo y 
López-Vélez, 2015). La eficacia del tratamiento parece ser superior en adultos que en 
niños, un grupo de población muy afectado por la LV (Bhattacharya et al., 2004) pero 
que se ha estudiado muy poco en los ensayos clínicos realizados hasta la fecha (Ostyn et 
al., 2014). Por otro lado, se ha observado también una gran eficacia (96,6%) de la MLF 
frente a la PKDL (Sundar et al., 2015). 
 

La MLF también se está empleando en terapia combinada frente a la LV. Al 
respecto, se están realizando algunos ensayos clínicos controlados en varias zonas 
endémicas, como el sureste asiático y el este de África (Dorlo et al., 2012a; Sundar y 
Chakravarty, 2015a). En la India se ha observado que, si se combina la MLF con una 
única infusión intravenosa de anfotericina B liposomal (5 mg/Kg), la duración del 
tratamiento con MLF puede pasar de 28 a 7-14 días sin que se afecte su eficacia. 
(Sundar et al., 2008; Sundar et al., 2011b). También se ha obtenido alta eficacia en un 
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tratamiento combinado de 10 días de duración de MLF e inyecciones de paromomicina 
por vía intramuscular (11 mg/Kg) (Sundar et al., 2011a). 
 

Los resultados obtenidos en el tratamiento de coinfecciones con VIH son escasos y 
difíciles de interpretar (revisado por Dorlo et al., 2012a; Monge-Maillo y López-Vélez, 
2015), pero poco prometedores, puesto que hay un alto porcentaje de recaídas (revisado 
por Monge-Maillo et al., 2014). Sin embargo, la larga vida media de este fármaco y la 
ventaja que supone su administración oral podrían favorecer su empleo con fines 
profilácticos (Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). 
 

Su eficacia frente a la LC  en el Viejo Mundo es variable, aunque los ensayos 
clínicos realizados son escasos (Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). En diferentes 
regiones de Latinoamérica su eficacia ha resultado ser bastante inferior a la mostrada 
frente a la LV, presentando además una alta variabilidad dependiendo de la zona 
estudiada. Así, el porcentaje de cura observado con el tratamiento de MLF oral frente a 
Leishmania braziliensis en Guatemala es del 33% (Soto et al., 2004), mientras que en 
Colombia, Bolivia y Brasil alcanza el 50, 70 y 75%, respectivamente (Soto et al., 2009; 
Vélez et al., 2010; Machado et al., 2010). Existe una elevada variabilidad en la 
sensibilidad a MLF entre las distintas especies de Leishmania causantes de LC; por 
ejemplo, en otro estudio realizado en Colombia, donde es común L. panamensis, se 
obtuvo una tasa de curación del 91% (Soto et al., 2004). De hecho, la Organización 
Panamericana de la Salud recomienda el empleo de la MLF para la LC causada por L. 
panamensis y L. guyanensis (OPS, 2013). Sin embargo, se considera que, en general, 
los ensayos clínicos realizados son de poca calidad y que se necesita un diseño mejor de 
los mismos para poder estudiar con garantías el efecto de la MLF sobre la LC (González 
et al., 2010; Dorlo et al., 2012a). Los resultados obtenidos frente a la leishmaniasis 
cutánea difusa son poco alentadores (Zerpa et al., 2007; Sundar y Chakravarty, 2015a). 
También se ha usado MLF por vía tópica (Miltex®) para tratar la LC, pero no hay 
ensayos clínicos publicados sobre su eficacia (Dorlo et al., 2012a). 
 

Por otro lado, frente a la LMC , en Bolivia se han obtenido resultados equivalentes 
con el empleo de MLF oral y de anfotericina B intravenosa, por lo que se ha sugerido 
que la MLF podría ser el tratamiento de elección para esta forma de la enfermedad 
difícil de tratar (Soto et al., 2007). Todavía no se ha establecido un régimen de 
tratamiento apropiado, pero parece que se obtienen mejores resultados cuando éste es de 
larga duración (Soto et al., 2009; Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). 
 

Por último, hay que destacar que la MLF también se emplea para el tratamiento de 
la leishmaniasis canina. Debido a la frecuente aparición de recaídas si se usa en 
régimen de monoterapia (Manna et al., 2008; Andrade et al., 2011), actualmente suele 
combinarse una dosis de MLF de 2 mg/kg de peso durante 28 días con alopurinol 
durante al menos 6-12 meses (Noli y Saridomichelakis, 2014). Se ha observado una 
eficacia clínica del 60-90% en régimen de monoterapia (Mateo et al., 2009; Woerly et 
al., 2009). La combinación de MLF y alopurinol es más activa in vitro que la MLF sola 
(Farca et al., 2012) y ha mostrado tener una eficacia clínica similar a la que posee el 
tratamiento estándar basado en antimoniato de meglumina y alopurinol (Miró et al., 
2009). Sin embargo, esta combinación tampoco elimina por completo la carga 
parasitaria (Manna et al., 2009). 
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III.6. Características del tratamiento con miltefosina y efectos 
adversos 
 

El efecto de la MLF y el consiguiente éxito terapéutico dependen de la duración 
del tratamiento (Dorlo et al., 2014). El tratamiento estándar en régimen de 
monoterapia dura 28 días, con una dosis recomendada, tanto para LV como LC, de 2,5 
mg/kg/día. Por razones prácticas, el Gobierno Indio recomienda la dosis de 100 mg/día 
para pacientes de más de 25 kg de peso, y 50 mg/día para los de peso inferior (Dorlo et 
al., 2012a). Estas dosis podrían ser insuficientes para los niños menores de 12 años, que 
se ha observado que tienen mayor probabilidad de sufrir fallo terapéutico (Dorlo et al., 
2014). Para el tratamiento de la PKDL, que requiere un régimen de mayor duración, se 
han obtenido muy buenos resultados tras 12 semanas (Sundar et al., 2015). 
 

El fármaco se ha aprobado ya en numerosos países donde la leishmaniasis es 
endémica. Se ha negociado con la OMS un precio preferencial para su uso en los países 
con menos recursos económicos, con un coste aproximado de 50 € por tratamiento. En 
cambio, en los países más desarrollados el tratamiento puede llegar a costar 3.000 €. En 
Europa, la MLF solo está aprobada en Alemania, por lo que para poder emplearse en 
España es necesario solicitarla como medicamento extranjero (Dorlo et al., 2012a; 
Pediamécum, 2015). 
 

La MLF es habitualmente bien tolerada, exceptuando la aparición de efectos 
adversos gastrointestinales, como diarreas, vómitos, náuseas o anorexia (Monge-Maillo 
y López-Vélez, 2015). Estos efectos se reducen drásticamente al ingerir alimentos de 
naturaleza grasa de forma conjunta con el fármaco (van Thiel et al., 2010; Dorlo et al., 
2011), probablemente sin que se vea afectada su biodisponibilidad (Dorlo et al., 2012a). 
 

Por otro lado, la MLF puede causar ocasionalmente nefro y hepatotoxicidad. Es 
rara la aparición de un cuadro grave de toxicidad renal (Dorlo et al., 2012a). También es 
frecuente el incremento de los niveles de transaminasas (ALT y AST) en la primera 
semana de tratamiento, que se ha asociado con la necrosis de hepatocitos dañados con 
anterioridad al mismo (Sindermann y Engel, 2006). 
 

Sin embargo, el potencial abortivo y teratogénico de la MLF mostrado en 
estudios de toxicidad en animales limita su empleo en la clínica (Sindermann y Engel, 
2006), estando fuertemente contraindicada en pacientes embarazadas, por lo que se 
deben tomar medidas anticonceptivas en pacientes en edad fértil durante el tratamiento 
y entre 2 y 4 meses después del mismo, debido a la larga vida media de eliminación del 
compuesto (Fig. 20) (Dorlo et al., 2012b). 
 
 

III.7. Variaciones de sensibilidad a miltefosina y recaídas 
 

Las diferentes especies causantes de la leishmaniasis presentan diferencias a nivel 
bioquímico y molecular (Cupolillo et al., 2000; Quispe-Tintaya et al., 2005) que pueden 
explicar algunas de las variaciones existentes en la sensibilidad a los fármacos usados 
contra la leishmaniasis. En el caso de la MLF hay una significativa variación de 
sensibilidad (Escobar et al., 2002), demostrada in vitro en macrófagos infectados a 
partir de diferentes aislados clínicos de Perú y Nepal que habían sido sometidos al 
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tratamiento con antimoniales (Yardley et al., 2005). Los aislados de L. donovani 
procedentes de Nepal presentaron alta sensibilidad a MLF, mientras que los de Perú, 
pertenecientes al complejo de L. braziliensis, mostraron escasa sensibilidad al fármaco. 
En el tratamiento de la LC se ha observado especialmente una gran variabilidad, incluso 
dentro de la misma subespecie de Leishmania (Soto et al., 2008). La resistencia al 
fármaco puede ser además muy heterogénea a nivel de población, puesto que diversos 
clones aislados de una misma población pueden presentar genotipos y fenotipos de 
susceptibilidad con importantes diferencias (Coelho et al., 2012; Hendrickx et al., 
2015a). 
 

También se han aislado diversas cepas de L. donovani causantes de LV con 
reducida sensibilidad a MLF, aunque en la mayoría de casos no se ha podido relacionar 
el fallo terapéutico con resistencia adquirida al fármaco (Vergnes et al., 2007; Kumar et 
al., 2009; Sundar et al., 2012; Rijal et al., 2013). Hasta la fecha, solo dos aislados 
clínicos, procedentes de pacientes coinfectados por VIH, se han presentado como 
portadores de resistencia a MLF (Cojean et al., 2012; Hendrickx et al., 2014). Se han 
registrado numerosos casos de pacientes inmunocompetentes con LV y LC que fueron 
tratados con MLF con éxito en un primer momento pero después sufrieron una recaída 
(Calvopina et al., 2006; Zerpa et al., 2007; Pandey et al., 2009; Rijal et al., 2013; Ostyn 
et al., 2014). Sin embargo, en los aislados clínicos obtenidos de estos pacientes no se 
han podido identificar cepas con una verdadera resistencia a MLF, sino que se habla de 
una mayor tolerancia al fármaco, que podría deberse a factores relacionados con el 
hospedador, como podría ser su estado inmune, y no con el parásito en sí (Bhandari et 
al., 2012; Prajapati et al., 2013; Rijal et al., 2013; Ostyn et al., 2014). Algunos aislados 
antes del tratamiento y después del mismo presentaron una diferencia de sensibilidad de 
dos veces, pero no se observaron diferencias entre los aislados procedentes de pacientes 
que se habían curado y los de pacientes que habían experimentado una recaída. De 
hecho, se ha observado que no existe necesariamente una correlación entre el perfil de 
sensibilidad de los aislados clínicos antes del tratamiento con MLF y el resultado del 
mismo (Hendrickx et al., 2015a). 
 

Recientemente se han observado tasas de recaídas de hasta el 20% en LV tratada 
con MLF, las cuales tampoco se han podido asociar a reinfección con nuevas cepas ni a 
una baja calidad o escasa exposición al fármaco, puesto que las concentraciones 
plasmáticas del fármaco eran similares en pacientes curados y con recaídas (Rijal et al., 
2013). Se piensa que estas numerosas recaídas se deben más bien a un aumento en la 
infectividad de los parásitos asociado con un incremento en la población de formas 
metacíclicas (Rai et al., 2013). Sea cual sea la causa de las altas tasas de fallos 
terapéuticos que se están registrando en los últimos años, se está alertando sobre la 
necesidad de actuar con urgencia para prevenir el desarrollo y la propagación de 
resistencias a MLF (Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). 
 
 

III.8. Resistencia a miltefosina en Leishmania 
 

Desde que comenzó el desarrollo clínico de la MLF, son numerosos los estudios 
que se han realizado con el objetivo de determinar los mecanismos moleculares que 
expliquen las diferencias de sensibilidad entre las diferentes especies o que ayuden a 
comprender cómo los parásitos pueden adquirir resistencia a este fármaco. Por ejemplo, 
en nuestro laboratorio se ha descrito que la sobreexpresión de distintos 
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transportadores ABC en Leishmania es causa de resistencia in vitro a MLF. Por 
ejemplo, la sobreexpresión de ABCB4/Pgp, proteína homóloga a la Pgp/MDR1 humana 
y que confiere un fenotipo de multirresistencia a fármacos, origina parásitos resistentes 
a MLF y a otros análogos de alquil-lisofosfolípidos (Pérez-Victoria et al., 2001b) (Fig. 
22). Esto se debería al secuestro del fármaco en vesículas intracelulares, que 
posteriormente se eliminarían por exocitosis, o bien a su expulsión directa al exterior a 
través de la membrana plasmática. El empleo de inhibidores de la Pgp elimina este 
incremento del eflujo del fármaco y conduce a que éste se acumule en mayor cantidad 
dentro del parásito (Pérez-Victoria et al., 2006c). 
 

Por otra parte, la sobreexpresión de ABCA1 y ABCA2 produce un descenso en la 
acumulación de análogos de glicerofosfolípidos, aunque los parásitos no son resistentes 
a MLF (Parodi-Talice et al., 2003; Araújo-Santos et al., 2005). Por el contario, la 
sobreexpresión de los genes ABCG4 y ABCG6 en Leishmania no solo reduce la 
acumulación de análogos de glicerofosfolípidos, sino que también confiere resistencia a 
MLF por un incremento en el eflujo del fármaco (Castanys-Muñoz et al., 2007 y 2008) 
(Fig. 22). 

 
 

 
 

Figura 22. Mecanismos de resistencia a miltefosina propuestos para Leishmania. 
El mecanismo de resistencia a MLF en Leishmania podría ser multifactorial. En relación con el transporte 
del fármaco, se ha observado el bloqueo de la captación realizada por el complejo MT-Ros3 y el aumento 
del eflujo mediado por determinados transportadores ABC. Además, en los últimos años se han llevado a 
cabo numerosos estudios donde se ha comparado el genoma, el transcriptoma, el proteoma y el 
metaboloma de líneas sensibles y resistentes a MLF. Entre las diferencias observadas, puede destacarse la 
inducción de algunos genes de respuesta a estrés (Hsp60, Hsp83, sti1, Sir2, NADP-ADH) o la 
sobreexpresión de proteínas que protegen frente a las ROS (peroxirredoxinas, EF-1β, FeSODA, SOD y 
APX) y frente a la apoptosis (PCNA, SKCRP14.1). N, núcleo; K, kinetoplasto. Adaptada de Gamarro et 
al., 2013 y Carnielli et al., 2014. 
 
 

En otro orden de cosas, se ha observado que la resistencia a MLF en Leishmania 
puede deberse a una mayor capacidad para evitar el proceso similar a apoptosis que 
causa la muerte de estos parásitos al incorporar el fármaco (Vergnes et al., 2007; 
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Moreira et al., 2011; Mishra y Singh, 2013) (Fig. 22). Cuando se produce esta 
resistencia, los parásitos se protegen de la pérdida del potencial de la membrana 
mitocondrial, la pérdida gradual de ATP y la liberación del citocromo c desde la 
mitocondria al citosol (Mishra y Singh, 2013). Además, esta adaptación puede conducir 
a un fenómeno de multirresistencia a otros fármacos que actúan produciendo ROS e 
induciendo este tipo de muerte celular, como los antimoniales y la anfotericina B 
(Vergnes et al., 2007; Moreira et al., 2011). 
 

El mecanismo de la resistencia clínica a MLF podría ser multifactorial (Fig. 22), 
según se desprende de un reciente estudio proteómico donde se ha visto que líneas 
sensibles y resistentes a MLF procedentes de aislados clínicos presentan diferencias de 
expresión de proteínas relacionadas con la homeostasis redox, la respuesta al estrés 
celular, la protección frente a la apoptosis y la translocación del fármaco (Carnielli et 
al., 2014). Algunas de estas proteínas ya se habían asociado previamente con resistencia 
a fármacos leishmanicidas. Es el caso de la chaperona Hsp60, que también se ha visto 
aumentada en líneas resistentes a antimoniales (Matrangolo et al., 2013), y que 
pertenece a una clase de proteínas que se ha asociado con la prevención de la activación 
de la muerte celular programada, mediante la modulación de múltiples eventos de las 
rutas apoptóticas (revisado por Beere, 2004; Folgueira y Requena, 2007). También se 
observó un aumento de la proteína sti1, producida en respuesta a situaciones de estrés 
(Hombach et al., 2013) y que forma un complejo con Hsp83, una proteína relacionada 
anteriormente con resistencia a MLF y antimoniales (Vergnes et al., 2007) y que 
interfiere con el potencial de membrana mitocondrial, reduciendo la muerte celular 
programada. Otra proteína que también se había asociado con protección frente a la 
apoptosis inducida por la MLF en ese estudio fue SKCRP14.1, que es una proteína tipo 
calpaína (Vergnes et al., 2007). 
 

Volviendo a este reciente estudio proteómico, también se observó un aumento del 
antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), que participa en la replicación y 
reparación del DNA, y que también se ha observado aumentado en líneas resistentes a 
antimoniales (Kumar et al., 2010; Matrangolo et al., 2013). De este modo, los parásitos 
podrían hacer frente a la fragmentación del DNA que tiene lugar durante el proceso 
apoptótico (Carnielli et al., 2014). Por otro lado, se observó un aumento de la 
subunidad β de la ATPasa mitocondrial, que es el elemento catalítico de un 
transportador de H+ y que, en levaduras, se ha relacionado con la función y regulación 
de un eflujo mediado por transportadores ABC y se ha asociado con multirresistencia a 
fármacos (Zhang y Moye-Rowley, 2001). 
 

Otras proteínas que estaban aumentadas en los parásitos resistentes a MLF 
analizados en este estudio proteómico fueron la alcohol deshidrogenasa dependiente de 
NADP (NADP-ADH ), el factor de elongación 1β (EF-1β) y las peroxirredoxinas 
mitocondrial y citosólica (Carnielli et al., 2014), todas ellas con un papel importante en 
el mantenimiento de la homeostasis redox. La NADP-ADH, también conocida como 
NADP aldehído reductasa, cataliza la oxidación reversible de etanol a acetaldehído 
(Reid y Fewson, 1994). En levaduras se ha observado que, en condiciones de estrés 
oxidativo, la actividad aldosa reductasa es responsable del 40% de la detoxificación del 
metilglioxal (Gomes et al., 2005). El complejo EF-1β tiene, entre otras funciones, 
actividad tripanotión-S-transferasa y actividad peroxidasa (Vickers et al., 2004). Por su 
parte, la sobreexpresión de las peroxirredoxinas, que son las principales enzimas 
antioxidantes de los tripanosomátidos (Wilkinson et al., 2000), protege de la muerte 
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celular programada inducida por peróxido de hidrógeno (Harder et al., 2006) y se ha 
asociado con resistencia a antimoniales (Matrangolo et al., 2013). Relacionado con este 
hallazgo, la sobreexpresión de la superóxido dismutasa A mitocondrial de hierro 
(FeSODA) también origina resistencia a MLF (Getachew y Gedamu, 2012). Además, 
en otro estudio en el que se comparó el transcriptoma de una línea sensible y otra 
resistente a MLF, realizado mediante PCR en tiempo real, se observó un aumento en la 
expresión del gen FeSODA y del gen del regulador de información silenciado 2 (Sir2) 
(Mishra y Singh, 2013). Ambos están involucrados en la respuesta al estrés celular 
asociado con la muerte celular por apoptosis. 
 

También se han realizado estudios comparativos mediante microarrays del perfil de 
expresión génica de líneas sensibles y experimental o clínicamente resistentes a MLF, 
observándose diferencias de expresión de genes relacionados con los mecanismos de 
replicación y reparación del DNA, la síntesis y degradación de proteínas, el 
metabolismo lipídico y el metabolismo oxidativo, entre otros (Das et al., 2013; 
Kulshrestha et al., 2014). Anteriormente se había visto que la resistencia a MLF altera 
el metabolismo de ácidos grasos y de esteroles, cambiando la composición lipídica de la 
membrana plasmática de los promastigotes, y alterando su fluidez y su permeabilidad, 
lo que puede afectar a las interacciones del fármaco con la membrana (Rakotomanga et 
al., 2005). En un reciente estudio sobre transcriptoma, se comprobó que una línea 
procedente de un aislado clínico resistente a MLF tenía mayor capacidad para 
eliminar las ROS respecto a la línea sensible, presentando mayor actividad superóxido 
dismutasa (SOD), enzima que convierte el ion superóxido en H2O2, y ascorbato 
peroxidasa (APX), que transforma el H2O2 en agua. Estos cambios en la línea resistente 
disminuirían el nivel intracelular de ROS, evitando el daño mitocondrial ocasionado por 
la MLF que conduce a la muerte celular por apoptosis (Das et al., 2013). 
 

Existen además otras proteínas, cuyo mecanismo se desconoce, que también se han 
asociado con la resistencia in vitro a MLF. Es el caso del factor de iniciación eIF4A 
(Singh et al., 2008), el producto de un gen que codifica una proteína de 299 kDa 
(Choudhury et al., 2008) y la histona 2A (H2A) (Singh et al., 2010). 
 

Además, cabe destacar otro estudio realizado con el objetivo de buscar otros genes 
que pudiesen estar implicados en la resistencia a MLF, que consistió en la secuenciación 
del genoma de distintas líneas resistentes in vitro de L. major. Se observaron 
mutaciones en la piridoxal quinasa, una enzima que participa en la formación de 
piridoxal-5-fosfato (vitamina B6 activa). Al transfectar con el gen nativo de la piridoxal 
quinasa se obtuvieron parásitos sensibles a MLF, pero se desconoce el papel que podría 
jugar esta enzima en la susceptibilidad al fármaco (Coelho et al., 2012). Además, 
durante este estudio se encontraron diferentes mutaciones del transportador de MLF 
(MT ), una P4-ATPasa que constituye un complejo con una proteína de la familia 
Cdc50, cuya importancia en el transporte de MLF y en el desarrollo de resistencia al 
fármaco es conocido por nuestro laboratorio desde hace tiempo y cuyos antecedentes se 
desarrollarán en el siguiente capítulo de esta tesis doctoral. 
 

Por último, recientemente se están realizando estudios sobre el impacto de la 
resistencia a MLF en el ciclo de vida de Leishmania. Esta resistencia se ha relacionado 
en L. major con un incremento de la metaciclogénesis, habiéndose detectado un 
aumento de la expresión de SHERP, un gen que se expresa casi en exclusiva en las 
fases infectivas del parásito. A pesar de ello, esta línea resistente presentó una virulencia 
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atenuada respecto a la línea salvaje, lo que indicaría que los parásitos resistentes 
desarrollan un menor fitness que los sensibles (Turner et al., 2015). Sin embargo, en 
otro estudio realizado con L. donovani se ha observado que los promastigotes resistentes 
a MLF toleran mejor que los sensibles situaciones de estrés propias del interior del 
macrófago como el pH ácido y altas temperaturas (García-Hernández et al., 2015). 
Estos estudios son complementarios a diversos estudios metabolómicos realizados 
recientemente, en los que se han podido observar adaptaciones metabólicas en líneas 
resistentes a MLF que tendrían como objetivo hacer frente al estrés oxidativo que se 
produce tras el tratamiento con el fármaco (Berg et al., 2015). Por ejemplo, se ha 
encontrado un aumento en los niveles de determinados compuestos de la ruta de las 
poliaminas y la biosíntesis de tripanotión (arginina, ornitina, citrulina, espermidina, 
glutationil espermidina y tripanotión disulfuro) (Canuto et al., 2014). En este estudio se 
observó además un importante aumento en los niveles de numerosos aminoácidos, lo 
que podría relacionarse con una adaptación para la supervivencia dentro de la vacuola 
parasitófora, de tal manera que los parásitos resistentes podrían mantener su fitness en 
un ambiente en el que hay un reducido aporte de aminoácidos. 
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IV. COMPLEJO DE TRANSPORTE DE MILTEFOSINA 
EN LEISHMANIA 
 

IV.1. Internalización de miltefosina en Leishmania 
 

La MLF es un fármaco de administración oral y Leishmania es un parásito 
intracelular obligado de macrófagos. Por ello, hasta poder ejercer su acción 
leishmanicida, la MLF debe atravesar hasta cinco barreras biológicas: 1) epitelio 
gastrointestinal; 2) endotelio de los capilares sanguíneos; 3) membrana del macrófago 
(célula hospedadora); 4) membrana del fagolisosoma, y 5) membrana plasmática del 
parásito. 
 

Aunque es posible que la MLF atraviese todas estas barreras de forma parecida 
(Gamarro et al., 2013), el paso que más se ha estudiado es el de la membrana plasmática 
del parásito. La MLF se transporta en forma de micelas o unida a albúmina, que actúa 
como reservorio del fármaco. Como la MLF es soluble en agua y puede unirse a 
monocapas lipídicas (Rakotomanga et al., 2005), se establece un equilibrio entre la 
fracción unida a albúmina y la fracción unida a las membranas celulares (Pérez-Victoria 
et al., 2003a). Para poder atravesar la membrana plasmática de Leishmania, se ha 
observado que la MLF requiere de su anclaje en su cara externa en forma monomérica y 
su posterior internalización, en un proceso dependiente de energía y de proteínas 
(Araújo-Santos et al., 2003; Pérez-Victoria et al., 2003a; Pérez-Victoria et al., 2006b) 
(Fig. 23). 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 23. Mecanismo de 
internalización de miltefosina 
propuesto para Leishmania. 
La miltefosina (MLF), en forma de 
micelas o unida a albúmina, se 
inserta en la cara externa de la 
membrana plasmática en forma 
monomérica y es internalizada hacia 
la cara citosólica por una P4-ATPasa 
denominada MT, en un proceso 
dependiente de ATP. Se representan 
las subunidades α (MT) y β (Ros3, 
perteneciente a la familia de 
proteínas Cdc50) del complejo de 
transporte de MLF. Adaptada de 
Gamarro et al., 2013. 
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La MLF y otros compuestos antitumorales como la edelfosina o la perifosina son 
análogos sintéticos de lisofosfolípidos y pueden ser transportados mediante proteínas 
con actividad flipasa. Esto explica que se observase, inicialmente en levaduras, que la 
translocación hacia el interior de la célula de estos compuestos está mediada por un 
complejo translocasa de fosfolípidos situado en la membrana plasmática (Kato et al., 
2002; Hanson et al., 2003). También se ha observado que algunas células tumorales 
translocan eficientemente MLF y perifosina mediante un proceso dependiente de 
energía (Muñoz-Martínez et al., 2008). Además, la coexpresión de las proteínas 
humanas ATP8B1 y CDC50A promueve la internalización de aminofosfolípidos, 
edelfosina y perifosina en células tumorales (Muñoz-Martínez et al., 2010; Chen et al., 
2011). 
 

Al igual que en levaduras, el transporte de MLF también es llevado a cabo en 
Leishmania por un complejo situado en la membrana plasmática, que actúa como 
translocasa de fosfolípidos y que es además responsable de la internalización de 
edelfosina y de análogos de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina 
(Pérez-Victoria et al., 2003b y 2006a). Este complejo inicialmente se describió en L. 
donovani y está constituido por una flipasa perteneciente a la familia de las P4-
ATPasas, denominada LdMT  (L. donovani M iltefosine Transporter), y por LdRos3 (L. 
donovani Ros3), subunidad de 363 aminoácidos perteneciente a la familia Cdc50. La 
expresión de LdMT es necesaria, pero no suficiente, para que se produzca en la 
membrana plasmática la translocación de glicerofosfolípidos y de MLF. Esta proteína 
tiene 1.097 aminoácidos y presenta homología con las P4-ATPasas humanas ATP8A1 y 
ATP8B1 y con las P4-ATPasas de Saccharomyces cerevisiae Drs2p, Dnf1p y Dnf2p. 
 

Para que tenga lugar el transporte de MLF, es esencial la interacción de las dos 
subunidades del complejo. LdRos3 es esencial para que LdMT se localice en la 
membrana plasmática y ejerza su función. Además, LdRos3 se localiza en la membrana 
plasmática exclusivamente cuando el parásito expresa LdMT, puesto que de lo contrario 
queda retenida en el retículo endoplasmático (Pérez-Victoria et al., 2006a y 2006b). 
Mediante co-inmunoprecipitación y posterior análisis del complejo mediante 
espectrometría de masas MS/MS se ha observado que ambas proteínas interaccionan de 
manera estable y que el transportador no interacciona con ninguno de los otros 
miembros de la familia Cdc50 de Leishmania (Weingärtner et al., 2010). 
 

En L. donovani, la sobreexpresión de LdMT produce un incremento en los niveles 
de sensibilidad a MLF, debido a la capacidad para incorporar mayores cantidades del 
fármaco. Del mismo modo, la transfección de LdMT en Leishmania tarentolae, especie 
naturalmente resistente a MLF, produce un notable incremento en la sensibilidad al 
fármaco (Pérez-Victoria et al., 2003b). Sin embargo, una sobreexpresión de LdRos3 no 
incrementa los niveles de sensibilidad al fármaco (Pérez-Victoria et al., 2006a). 
 

En otro orden de cosas, solo cuando la cantidad de MLF unida a la membrana 
plasmática del parásito es extraordinariamente alta, se debe considerar otro mecanismo 
de internalización, relacionado con la ruta endocítica (Gamarro et al., 2013). En este 
caso, los monómeros de MLF integrados en la membrana pasan a formar parte de las 
vesículas endocíticas que se están formando, lo que permite su paso al interior del 
parásito. 
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IV.2. Complejo de transporte de miltefosina y resistencia al 
fármaco 
 

Una de las causas fundamentales de resistencia a MLF observadas in vitro es la 
disminución en la entrada del fármaco al parásito (Fig. 22) (Pérez-Victoria et al., 
2003a, 2003b y 2006a). Para explicar cómo se descubrió este mecanismo en nuestro 
laboratorio y la implicación en el mismo del complejo de transporte de MLF conviene 
decir, en primer lugar, que en Leishmania la resistencia a MLF se puede generar in vitro 
mediante adaptación a concentraciones crecientes del fármaco de forma rápida y 
sencilla. Por ejemplo, se han generado promastigotes de L. donovani con un fenotipo de 
resistencia de 15 veces a MLF y resistencia cruzada a edelfosina, manteniendo su 
sensibilidad a otros fármacos leishmanicidas (Seifert et al., 2003). Los parásitos 
resistentes acumulaban tan solo alrededor del 3% de la cantidad de MLF acumulada por 
los parásitos salvajes (Pérez-Victoria et al., 2003a). Estos parásitos tenían un fenotipo 
estable en ausencia de presión de fármaco y no presentaban amplificación génica ni 
sobreexpresión de ABCB4/Pgp. Además, se observó que eran deficientes en la 
translocación al interior celular no solo de MLF, sino también de análogos fluorescentes 
de glicerofosfolípidos, en un proceso dependiente de proteínas, de temperatura y 
energía. El metabolismo del fármaco, el eflujo del fármaco o la actividad endocítica no 
se veían alterados, por lo que la resistencia se basaba principalmente en la 
internalización de la MLF (Pérez-Victoria et al., 2003a). 
 

Esta línea resistente permitió identificar mediante rescate funcional la proteína 
implicada en el transporte de MLF, LdMT , cuya inactivación por mutaciones puntuales 
bloquea la incorporación tanto de MLF como de glicerofosfolípidos al interior celular 
(Pérez-Victoria et al., 2003b). Ambos alelos presentaban dos mutaciones diferentes que 
impedían que LdMT pudiese llevar a cabo su función de transporte, de manera que la 
entrada del fármaco al interior del parásito se veía notablemente afectada. La 
transfección con el gen salvaje restableció la sensibilidad al fármaco en esta línea 
mutada. Por otro lado, tras realizar una mutagénesis al azar en la cepa salvaje, se pudo 
constatar que los clones resistentes a MLF obtenidos contenían mutaciones en este gen 
que anulaban su función. 
 

En otro estudio posterior se corroboró la contribución de LdMT en el transporte de 
MLF. A partir de parásitos sensibles a MLF se obtuvo una línea con uno de los alelos de 
LdMT delecionados que mostró una disminución en la entrada del fármaco y una 
sensibilidad al mismo reducida a la mitad. Mediante la obtención de una línea 
delecionada para ambos alelos de LdMT (∆LdMT), se confirmó que LdMT está 
implicada en la entrada de MLF en el parásito, puesto que su pérdida reduce la 
captación a valores muy bajos (<3%), originando resistencia a MLF (Pérez-Victoria et 
al., 2006a) (Fig. 22). La deleción del transportador da lugar a que la subunidad beta 
LdRos3 quede retenida en el retículo endoplasmático. Estos mutantes nulos también 
presentan una deficiencia en la translocación de glicerofosfolípidos endógenos, 
afectando a la asimetría de los fosfolípidos de membrana, sin que se vea afectada la 
composición en fosfolípidos (Weingärtner et al., 2010). 
 

Las formas amastigotes intracelulares procedentes de los mutantes ∆LdMT y la 
línea resistente con mutaciones inactivantes de LdMT son resistentes a MLF tanto en 
cultivo de macrófagos in vitro como en ratones infectados (Seifert et al., 2007; 
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Weingärtner et al., 2010), sin que se afecte su capacidad infectiva de macrófagos ni su 
virulencia. 
 

Más adelante se identificó otra línea de L. donovani con altos niveles de resistencia 
a MLF que tenía un alelo de LdMT inactivo y el gen LdRos3 mutado en su codón de 
iniciación (Pérez-Victoria et al., 2006a; Pérez-Victoria et al., 2006b). Esto indica que 
ambas proteínas se ven sometidas a una alta presión selectiva cuando se administra 
MLF, y que el fenotipo de alta resistencia a MLF es el mismo sea cual sea la proteína 
afectada. Igual que se hizo con LdMT, se obtuvo una línea con ambos alelos de LdRos3 
delecionados (∆LdRos3), observándose que la deleción en L. donovani de las dos copias 
de esta proteína también confiere resistencia a MLF dando lugar a que el transportador 
LdMT quede retenido en el retículo (Pérez-Victoria et al., 2006a). Además, la 
sobreexpresión de los otros dos miembros de la familia Cdc50 (LdRos1 y LdRos2) no 
logró restaurar la sensibilidad a MLF en los mutantes nulos para LdRos3. 
 

Tanto en nuestro laboratorio como en estudios realizados por otros grupos se han 
encontrado mutaciones en el transportador de MLF en líneas de Leishmania resistentes 
al fármaco. Se han observado diferentes mutaciones tanto en parásitos generados in 
vitro (V176D, G276R, T420N, A653V, G821D, G852D, G852E, L856P, I914T, F414S 
+ F430S + G824D, L366P + L780P + G824D) (Pérez-Victoria et al, 2003b; Seifert et 
al., 2007; Coelho et al., 2012 y 2014; Vincent et al., 2013; Kulshrestha et al., 2014) 
como a partir de un aislado clínico de L. infantum de un paciente coinfectado con VIH 
después del tratamiento con el fármaco (L832F) (Cojean et al., 2012). La mutación 
T420N afecta a la secuencia motivo invariable DKTG (dominio P; Figura 4) que 
contiene el residuo de aspártico fosforilado durante el ciclo de reacción de las P4-
ATPasas, mientras que la mayoría de las restantes se encuentran en el gran lazo 
citosólico entre los segmentos TM4 y TM5, que alberga esta secuencia motivo y el 
dominio N (esquema en Figura 4). 
 

Por otro lado, se ha determinado que existe una buena correlación en diferentes 
especies de Leishmania entre los niveles de expresión de las dos proteínas del complejo 
de transporte de MLF en la membrana plasmática, la acumulación del fármaco y la 
sensibilidad al mismo. Diversos aislados de L. braziliensis que mostraban una gran 
reducción en la captación de MLF presentaron una reducción en la expresión de LbMT 
(ortólogo de LdMT) en la membrana plasmática. Este hecho se asoció a la reducción en 
la expresión de LbRos3 (ortólogo de LdRos3) sin que existiesen modificaciones 
significativas en los niveles globales de expresión de LbMT en comparación con los 
niveles de expresión de las proteínas ortólogas de L. donovani. La transfección en estos 
parásitos de LbRos3 incrementó la expresión en la membrana plasmática tanto de 
LbRos3 como de LbMT. Estos transfectantes, tanto en las formas promastigotas como 
amastigotas, adquirieron niveles de sensibilidad a MLF similares a los obtenidos para L. 
donovani (Sánchez-Cañete et al., 2009). Por tanto, una baja expresión del complejo 
LMT-LRos3 en la membrana plasmática está asociada con un descenso en la captación 
de MLF y en la sensibilidad de los parásitos a este compuesto. 
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La proteína LiRos3, de la especie endémica en España L. infantum, pertenece a la 
familia de proteínas Cdc50, cuya asociación con la mayoría de miembros de las 
fosfolípido translocasas (P4-ATPasas) es esencial para que se produzca la salida del 
retículo endoplasmático del complejo que constituyen así como para que se pueda llevar 
a cabo su actividad de transporte una vez que alcanza su localización correcta. 

 
Las proteínas Cdc50 tienen una estructura muy conservada entre las células 

eucariotas pero carecen de motivos aminoacídicos funcionales conocidos. Su 
caracterización se encuentra todavía en una etapa inicial, siendo muy pocos los estudios 
moleculares realizados con el objeto de identificar los residuos implicados en su 
funcionalidad. 

 
La miltefosina, el primer fármaco oral frente a la leishmaniasis y uno de los 

fármacos más empleados frente a esta enfermedad, se internaliza en Leishmania por la 
acción de un complejo constituido por una P4-ATPasa denominada LMT y por la 
subunidad beta LRos3. Nuestro laboratorio ha demostrado que la inactivación por 
mutaciones puntuales de LMT, la subunidad catalítica de este complejo de transporte, 
así como la pérdida de cualquiera de las dos subunidades, conllevan la aparición de 
elevados niveles de resistencia a miltefosina. Además, una baja expresión de este 
transportador en la membrana plasmática está asociada con un descenso en la captación 
de miltefosina y en la sensibilidad de los parásitos a este compuesto. 

 
Teniendo en consideración estos antecedentes, nos propusimos como objetivo 

general caracterizar la proteína LiRos3 de L.infantum, analizando su implicación en el 
tráfico a la membrana plasmática y en la actividad del complejo de transporte LiMT-
LiRos3 y, por tanto, en la sensibilidad y resistencia a miltefosina. 
 
Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos específicos: 
 

1. Identificar residuos invariables entre las proteínas Cdc50 de humanos, 
levaduras y Leishmania, y analizar en LiRos3 cuáles de ellos son críticos para 
el transporte de miltefosina en Leishmania. 
 
2. Analizar la expresión de LiMT en la membrana plasmática y la interacción 
con los mutantes de LiRos3 para conocer la implicación de los residuos 
invariables sobre el tráfico del complejo de transporte de miltefosina. 
 
3. Determinar la actividad de transporte en aquellos mutantes que presenten 
reducción en la tasa de captación de miltefosina sin que se detecten 
alteraciones en el tráfico del complejo hacia la membrana plasmática. 
 
4. Estudiar el efecto que se deriva de la pérdida del estado glicosilado de 
LiRos3 a nivel de la interacción con LiMT, la expresión del complejo en la 
membrana plasmática, la acumulación de miltefosina y la sensibilidad al 
fármaco. 
 
5. Determinar las funciones de los diferentes dominios de LiRos3, y la 
posibilidad de que puedan ser reemplazados por los dominios de las otras dos 
proteínas Cdc50 presentes en L. infantum: LiRos1 y LiRos2. 
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6. Estudiar si los cambios en la sensibilidad al fármaco observados en los 
transfectantes en su fase de promastigote se mantienen en las formas 
amastigotas intracelulares de Leishmania.   



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

  



Materiales 

 

- 79 - 
 

I. MATERIALES  
 

I.1. Líneas celulares 
 
Parásitos: La línea empleada en este estudio fue Leishmania infantum, cepa 
MHOM/ES/1993/BCN-99. 
 
Bacterias. Se utilizaron las siguientes cepas, correspondientes a la especie Escherichia 
coli: 

- DH5α: supE44 ΔlacU169 (φ80lacZ ΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 
(GibcoBRL). 

- XL10-GOLD ®: TetR 
Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 

recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB laclq ZΔM15 Tn10 (TetR) Amy CamR]a 
(Stratagene). 
 
Células THP-1: línea celular mielomonocítica humana THP-1 (ATCC TIB-202). 
 
 

I.2. Medios y reactivos de cultivo 
 
I.2.1. Leishmania infantum 
 
RPMI 1640 modificado suplementado con 20% de hiFBS: Este medio de cultivo se 
compone de 8,32 g de RPMI 1640 (Gibco); 4,75 g de Hepes; 1,6 g de bicarbonato 
sódico; 100 ml de solución de aminoácidos orgánicos y azúcares 10X, y 0,2 ml de 
solución de vitaminas (100X) en 800 ml de H2O. El pH se ajusta a 7,2. El medio se 
esteriliza mediante filtración y, finalmente, se suplementa con suero bovino fetal 
inactivado por calor (hiFBS) (Invitrogen) al 20%. La inactivación del hiFBS se lleva a 
cabo a 56 ºC durante 45 min. Para la obtención de medio semisólido se añadió agar al 
1%, mezclando para ello medio de cultivo 2X y agar al 2% fundido. 

Solución de aminoácidos, azúcares y ácidos orgánicos (SAA 10X): Esta solución se 
adiciona al medio de cultivo y está constituida por arginina 4,4 mg/ml; cistina 0,8 
mg/ml; glutamato 2,5 mg/ml; glutamina 16,4 mg/ml; prolina 69 mg/ml; L-ornitina 1 
mg/ml; glucosa 7 mg/ml; fructosa 4 mg/ml; malato 6,7 mg/ml; α-cetoglutarato 3,7 
mg/ml; fumarato 0,55 mg/ml, y succinato 0,6 mg/ml. 

Solución de vitaminas 100X: Esta solución se adiciona al medio de cultivo y se 
compone de pantotenato cálcico 1 mg/ml; cloruro de colina 1 mg/ml; ácido fólico 1 
mg/ml; clorhidrato de piridoxal 1 mg/ml; clorhidrato de tiamina 1 mg/ml; I-inositol 20 
mg/ml; nicotinamida 1 mg/ml, y riboflavina 0,1 mg/ml. 

Medio M-199: Gibco. Este medio se suplementa con hiFBS al 10%. 

Medio de congelación: RPMI modificado suplementado con un 20% de hiFBS y un 
10% de dimetilsufóxido (DMSO). 
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Higromicina B (Invitrogen): Antibiótico producido por la bacteria Streptomyces 
hygroscopicus. Se trata de un aminoglucósido utilizado frente a células procariotas y 
eucariotas que actúa inhibiendo la síntesis proteica. Se adicionó al medio en un rango de 
concentraciones comprendidas entre 40 y 500 μg/ml para la selección de parásitos 
transfectados con una construcción que contenía el cassette HYG diseñada para la 
obtención de promastigotes delecionados del gen LiRos3, como se describirá con detalle 
en el apartado II.4. 

Geneticina (G-418) (Gibco): Antibiótico producido por la bacteria Micromonospora 
rhodorangea. Se trata de un aminoglicósido análogo de la neomicina que actúa 
bloqueando la síntesis proteica en células procariotas y eucariotas. Se utilizó como 
antibiótico de selección de los parásitos transfectados con el vector de expresión pXG-
’GFP+, que contiene el gen de la neomicina fosfotransferasa. Se utilizó en un rango de 
concentraciones comprendidas entre 5 y 200 μg/ml para la selección de parásitos 
transfectados y para modificar los niveles de expresión de las proteínas. Para el 
mantenimiento de las líneas transfectadas se empleó una concentración de 50 μg/ml. 

Nourseotricina (Werner BioAgents): Antibiótico producido por la bacteria 
Streptomyces noursei, activo frente a procariotas y eucariotas. Su mecanismo de acción 
consiste en la inhibición de la síntesis proteica y en la introducción de errores de lectura. 
Se utilizó en un rango de concentraciones comprendidas entre 10 y 100 μg/ml para la 
selección de parásitos transfectados con el vector de expresión pIR1SAT, mientras que 
para el mantenimiento de las líneas transfectadas se empleó una concentración de 50 
μg/ml. 

 
I.2.2. Bacterias 
 
LB líquido: Contiene 10 g de bactotriptona, 10 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura 
en 1 L de agua bidestilada. pH 7,5. Esterilizado mediante autoclave. 

LB-Agar : Bacto Agar al 1,5% en LB líquido. Esterilizado mediante autoclave. 

Medio NZY+ para mutagénesis: Contiene 10 g de NZ amina (caseína hidrolizada), 5 g 
de extracto de levadura y 5 g de NaCl en 1 L de agua bidestilada. pH 7,5. Esterilizado 
mediante autoclave. Previo a su utilización, es necesario adicionar 12,5 ml de una 
solución de MgCl2 1 M; 12,5 ml de una solución de MgSO4 1 M y 20 ml de una 
solución de glucosa 20%. 

Medio de congelación: 15% de glicerol en LB líquido. 

 
I.2.3. Células THP-1 
 
Esta línea de monocitos se mantiene a 37 ºC con 5% de CO2 en medio RPMI 1640 
suplementado con hiFBS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y 
estreptomicina 100 μg/ml. 
 
PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) (Sigma): Se emplea para inducir la 
diferenciación de los monocitos THP-1 a macrófagos. 
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I.3. Tampones, soluciones y reactivos 
 
I.3.1. Soluciones generales 
 
TAE 10X: Tris 0,4 M; EDTA 10 mM, ácido acético glacial 11,42 ml para 1 L. 
Utilizado en la electroforesis de DNA. 

Solución de carga para DNA 6X: azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25% y 
glicerol 30%. 

Tampón HBS: NaCl 137 mM; KCl 5 mM; Na2HPO4 7 mM; glucosa 6 mM y Hepes 21 
mM. pH 7,4. Utilizado durante la transfección de parásitos. 

Tampón fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,8 mM y 
Na2HPO4 10 mM. pH 7,4. Solución isotónica empleada para la preparación de algunos 
reactivos, como medio de determinadas reacciones y para el lavado de los parásitos. 

Tampón TE: Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM. pH 7,4. Utilizado para la resuspensión 
del DNA. 

 
I .3.2. Soluciones para Southern blot 
 
Solución de despurinización: HCl 0,25 M. 

Solución de desnaturalización: NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M. 

Solución de neutralización: NaCH3COO 3 M; pH 5.5. 

Solución de transferencia (SSC 20X): NaCl 3 M; citrato sódico 0,3 M. pH 7. 

 
I .3.3. Soluciones y reactivos para la hibridación de ácidos nucleicos y 
su detección mediante el sistema DIG 
 
Anticuerpo anti-digoxigenina-AP: Roche. 

NBT/BCIP: Solución de Nitroazul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato. 
Roche. 

Reactivo de bloqueo: Blocking reagent 10 g (Roche); solución de ácido maleico 100 
ml. Disuelto por calentamiento. La solución obtenida se autoclava y se conserva a 4 ºC. 

Solución de ácido maleico: Ác. maleico 100 mM; NaCl 150 mM; pH 7,5. Autoclavada 
y conservada a 4ºC. 

Solución de bloqueo: Reactivo de bloqueo 10 ml; solución de ácido maleico 90 ml. 

Solución de detección: Tris-HCl 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl2 50 mM; pH 9,5. 
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Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules. Roche. 

Solución de lavado I: SSC 2X; SDS 0,1 %. 

Solución de lavado II: SSC 0,1X; SDS 0,1 %. 

Solución de lavado III: Solución de ácido maleico; Tween 20 3%. 

 
I.3.4. Reactivos de Biología Molecular 
 
5-bromo-4-cloro-3-indol-β-galactopiranósido (X-Gal): Roche. Solución 20 mg/ml en 
dimetilformamida. 

Agarosa: Pronadisa. 

Ampicilina: Sigma. Solución 100 mg/ml en agua. 

Bromuro de etidio: Sigma. 

Desoxinucleótidos: Roche. 

DIG DNA Labeling Mix:  Mezcla de dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP 
0,65 mM y DIG-11-dUTP 0,35 mM; pH 7,5. Usada para obtener sondas de DNA 
marcadas con digoxigenina (DIG). Roche. 

Enzimas de restricción: Roche, Fermentas. 

Fenol: Sigma. 

Filtros nylon Hybond-N®: Membranas optimizadas para Southern blot. GE Healthcare. 

Fosfatasa alcalina: Roche. 

Fragmento de Klenow: Roche. 

Gel Extraction Kit ®: Kit de limpieza de DNA. Omega. 

Isopropil-β-D-tiogalacto-piranósido (IPTG): Roche. Solución 0,5 M en agua. 

Marcadores de peso molecular: lambda DNA/HindIII (Promega); phi174 
DNA/HaeIII (Promega); Gene Ruler® 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). 

Mezcla de hexanucleótidos: Solución 10X de hexanucleótidos con secuencias 
aleatorias usados como cebadores por el fragmento de Klenow. Roche. 

PCR Extender System: Kit para amplificar fragmentos de DNA por la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). 5 Prime. 

Plasmid Mini Kit ®: Kit de extracción de DNA plasmídico a pequeña escala. Omega. 

Puregene®: Kit de aislamiento de DNA genómico. Gentra Systems. 
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QuikChange II XL site-directed mutagenesis kit®: Kit para realizar mutagénesis 
dirigida in vitro. Stratagene. 

T4 DNA ligasa: Invitrogen. 

 
I.3.5. Soluciones y reactivos para el análisis de proteínas 
 
Acrilamida-bisacrilamida: Bio-Rad. 

Bio-Rad Protein Assay: Bio-Rad. Empleado para medir la concentración de proteínas. 

n-dodecil-β-D-maltopiranósido (DDM): Thermo Scientific. Detergente no iónico muy 
usado para trabajar con proteínas de membrana (VanAken et al., 1986). 

Ditiotreitol (DTT): Sigma. Agente reductor capaz de romper los puentes disulfuro de 
las proteínas. Preparado a una concentración de 1 M en agua bidestilada. 

IGEPAL ® CA-630: Sigma. Detergente no iónico, químicamente indistinguible del 
Nonidet P-40. 

Inhibidores de proteasas: Cóctel que contiene AEBSF (4-(2-aminoetil)-benceno 
sulfonilo fluoruro clorhidrato), aprotinina, bestatina, E64, leupeptina y pepstatina A. 
Pierce. 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Inhibidor de proteasas. Sigma. Se disolvió 
en isopropanol a una concentración de 17,4 mg/ml (100 mM). 

Marcadores de peso molecular: Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad); 
PageRuler® Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). 

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED): Bio-Rad. 

Persulfato de amonio: Sigma. Preparado a una concentración de 100 mg/ml en agua 
destilada. 

Rojo Ponceau-S: Sigma. 

Solución Rojo Ponceau: Rojo Ponceau-S 0,5%; ácido acético 1%. 

Tampón separador: Tris-HCl 1,5 M; SDS 0,4%. pH 8,8. Filtrado. 

Tampón concentrador: Tris-HCl 0,5 M; SDS 0,4%. pH 6,8. Filtrado. 

Tampón de corrida 10X: Tris-HCl 250 mM; glicina 1,92 M; SDS 1%. pH 8,3. 
Filtrado. 

Tampón de lisis A (extracto total de proteínas): Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; 
DDM 5%. pH 7,4. 

Tampón de lisis B (biotinilación): Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; SDS 0,1%; 
Nonidet P-40 2%. pH 7,4. 
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Tampón de lisis C (co-inmunoprecipitación): PBS; DDM 2%. pH 7,4. 

Tampón de lisis D (desglicosilación): Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; Nonidet P-40 
1%. pH 7,4. 

Tampón citrato: Citrato sódico 0,1 M. pH 2. 

Tampón de muestra 2X (tampón de Laemmli): Tris-HCl 100 mM; SDS 4%; glicerol 
20%; DTT 200 mM; 0,2% azul de bromofenol. pH 6,8. 

 
I.3.6. Soluciones y reactivos para Western blot e inmunodetección 
 
Albúmina de suero bovino (BSA): Sigma. 

Anticuerpo policlonal anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa: Dako. 

Anticuerpo policlonal anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa: Dako. 

Anticuerpo anti-gp63: Anticuerpo monoclonal de ratón proporcionado por el Profesor 
Antonio Jiménez Ruiz (Universidad de Alcalá; Alcalá de Henares). Empleado para 
detectar la glicoproteína de superficie gp63, usada para el control de carga de proteínas 
de membrana. 

Anticuerpo anti-α-tubulina: Anticuerpo monoclonal de ratón, empleado para el 
control de carga de proteínas. Sigma-Aldrich. 

Anticuerpo anti-LdMT: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el 
laboratorio (Sánchez-Cañete et al., 2009) que reconoce epítopos intracelulares de la 
proteína LiMT. 

Anticuerpo anti-LdRos1: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el 
laboratorio (Sánchez-Cañete, 2009, Tesis Doctoral) dirigido frente al lazo 
extracitoplasmático de LdRos1. Se empleó para detectar la proteína quimérica que 
contiene ese lazo. 

Anticuerpo anti-LdRos2: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el 
laboratorio (Sánchez-Cañete, 2009, Tesis Doctoral) dirigido frente al lazo 
extracitoplasmático de LdRos2. Se empleó para detectar la proteína quimérica que 
contiene ese lazo. 

Anticuerpo anti-LdRos3: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el 
laboratorio (Sánchez-Cañete et al., 2009) dirigido frente al segmento extracelular de 
LdRos3. Fue empleado para detectar todas las proteínas que contenían el lazo 
extracelular de la proteína LiRos3. 

Membranas de transferencia Immobilon®-P (PVDF): Membranas de polifluoruro de 
vinilideno, optimizadas para Western blot. Millipore. 

Solución de bloqueo: Leche desnatada en polvo al 5% en PBS. 

Solución de inmunodetección: PBS con BSA al 0,1% y Tween 20 al 0,01%. 
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Sustrato ECL para Western Blot: Pierce. 

Tampón de transferencia: Tris base 25 mM; glicina 192 mM y metanol 10%. 

Tween 20: Merck. 

 
I.3.7. Soluciones y reactivos para los ensayos de microscopía 
 
Albúmina de suero bovino (BSA): Sigma. 

Anticuerpo anti-BiP: Anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra la proteína de 
unión a la cadena pesada de la inmunoglobulina (BiP), localizada en el retículo 
endoplasmático de los promastigotes. Proporcionado por el Profesor James D. Bangs 
(Universidad de Búfalo; Búfalo, Estado de Nueva York, Estados Unidos). 

Anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con Alexa FluorTM  594: Anticuerpo de 
cabra. Molecular Probes. 

Glicina: Sigma. 

MitoTracker Red:  Invitrogen. Sonda utilizada para el marcaje de la mitocondria. 

Paraformaldehído: Sigma. 

Tampón IFI: PBS + BSA 0,1%. 

Triton X-100: Panreac. 

 
I.3.8. Soluciones y reactivos para el estudio funcional de la proteína 
LiRos3 
 
Albúmina de suero bovino (BSA): Sigma. 

Anti-GFP-bolas magnéticas: MBL. 

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT): Sigma. Solución 
stock 5 mg/ml en PBS. 

DAPI (dilactato de 4',6-diamidino-2-fenilindol): Invitrogen. Utilizado en su forma 
"Prolong® Gold antifade reagent with DAPI". Usado para la tinción de núcleos en 
muestras fijadas para microscopía. 

Dimetilsulfóxido (DMSO): Sigma. 

Dodecil sulfato sódico (SDS): Sigma. Solución stock al 20% en agua destilada.  

EZ-Link TMSulfo-NHS-SS-biotina: Pierce. Sulfosuccinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-
ditiopropionato. Empleado para marcar las proteínas de superficie en los experimentos 
de biotinilación. 
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Líquido de centelleo EcolumeTM : MP Biomedicals. 

Miltefosina (hexadecilfosfocolina): Zentaris. 

[14C] Miltefosina (hexadecilfosfo[1,2-etilen-14C]colina); 1,33 MBq/mmol: Amersham 
Pharmacia Biotech. 

NBD-fosfolípidos: Avanti Polar Lipids. Son análogos de fosfolípidos, con un grupo 
NBD (nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il) que les confiere fluorescencia. Se emplearon la 1-
palmitoil-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil}-sn-glicero-3-
fosfocolina (16:0-06:0 NBD-PC) y la 1-palmitoil-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
il)amino]hexanoil}-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (16:0-06:0 NBD-PE). 

Paraformaldehído: Sigma. 

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Empleado por ser un inhibidor inespecífico 
de fosfolipasas. Sigma. Se disolvió en isopropanol a una concentración de 100 mM. 

PNGasaF (Péptido N-glicosidasa F): New England Biolabs. 

Resina de estreptavidina-agarosa: Pierce. Empleada para aislar proteínas marcadas 
mediante biotinilación. 

Solución stop: BSA 4%; Vanadato 200 μM. Solución preparada en PBS empleada en 
los ensayos de acumulación de análogos fluorescentes de fosfolípidos. 

Tampón HPMI : NaCl 132 mM; KCl 3,5 mM; MgCl2 0,5 mM; CaCl2 1 mM; glucosa 5 
mM y Hepes 20 mM. pH 7,25. Utilizado en la acumulación de análogos fluorescentes 
de fosfolípidos. 

Triton X-100: Panreac. 

 

I.4. Vectores plasmídicos 
 
I.4.1. Vectores de clonaje 
 
pGEM-T : Vector que posee residuos de desoxitimidina en ambos extremos terminales. 
Diseñado para el subclonado y secuenciación de fragmentos de DNA amplificados por 
PCR. Promega. 

 
I.4.2. Vectores de expresión para Leishmania 
 
Todos los vectores han sido cedidos por el Dr. Stephen M. Beverley (Washington 
University, School of Medicine). 

pIR1SAT: Puede emplearse como vector episomal o integrativo en el locus del gen 
RNA 18S (Robinson y Beverley, 2003). Contiene el gen sat que codifica la streptotricin 
acetiltransferasa y confiere resistencia a nourseotricina. 
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pXG-Hyg: Derivado del pXG (Ha et al., 1996) que contiene el gen hyg que codifica la 
higromicin B fosfotransferasa y confiere resistencia a higromicina. 

pXG-’GFP+: Derivado del pXG (Ha et al., 1996) que permite crear proteínas 
fusionadas con GFP en el extremo carboxilo terminal. Contiene el gen neo que codifica 
la aminoglicósido 3’-fosfotransferasa y confiere resistencia a geneticina (G-418). 

 

 
I .5. Oligonucleótidos 
  
Oligonucleotidos empleados en la obtención de parásitos mutantes nulos ΔLiRos3 
 Secuencia  (5’→ 3’) 
 

KORos3 5'-UTR Fw 
 

AACGCAGACGCTTCGTGATGG 
KORos3 5'-UTR Rv GCATTTAAATTTCGAGTGTGGCTTAGGGGGT 
KORos3 3'-UTR Fw GCATTTAAATTCTAGATCATGGCAGTGACACTTCT 
KORos3 3'-UTR Rv TAAGGCTGTCATCAACGTATG 
HYG Fw GTAGATCTACCACTTTCTGCCTTCTG 
HYG Rv 
 

GGAAGCTTCTATTCCTTTGCCCTCGGACG 
 

Oligonucleótidos descritos en Pérez-Victoria et al., 2006a. Los nucleótidos subrayados 
se corresponden con las secuencias agregadas para introducir sitios de restricción. 
 
 
Oligonucleótidos empleados para la validación mediante PCR de la obtención de 
parásitos mutantes nulos ΔLiRos3 
 Secuencia  (5’→ 3’) 
 

CheqKO.1 
 

ATGCCTGCCAAGGTTGC 
CheqKO.2 GGCTCCAATAATAGCAGCG 
CheqKO.3 CGATCGGGATAGCAGCG 
CheqKO.4 
 

CTATGGATGCCGATGATG 

 
 
Oligonucleótidos empleados para la obtención de sondas para validar mediante 
Southern blot la obtención de parásitos ΔLiRos3 
 Secuencia  (5’→ 3’) Región amplificada 
 

S1 forward 
 

CGCACATCTATGCTCGTC 
 
 

ORF de LiRos3 
S2 reverse GATCCATGATCGGGTCG 

 
 

S3 forward 
 

ATGCCTGCCAAGGTTGC 
 
 

5'UTR de LiRos3 
S4 reverse GCAAAAGCTGTATGTCGAGC 
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Oligonucleótidos empleados para el clonaje de LiRos3, LiRos1 y LiRos2 
 Secuencia  (5’→ 3’) 
 

LiRos3 Fw 
 

GCCCCGGGTCATGGCGCCTCTACCCCCT 
LiRos3 Rv GCGGATCCCTACTCTGTATAGACTGGCATGATCA 
LiRos1 Fw GCCCCGGGGCTTGACTCGAGTCGCTTTAC 
LiRos1 Rv GCGGATCCTTAGATATCGTCGTCCTTCAGCAGCAT 
LiRos2 Fw GCCCCGGGCACACGTTGCCTTAGTCTGTT 
LiRos2 Rv GCAGATCTTCAGATATCCGCGCGCTGGCCATTGCC 

 
 

Los nucleótidos subrayados se corresponden con las secuencias agregadas para 
introducir sitios de restricción. 
 
 
Oligonucleótidos empleados para la mutagénesis dirigida del gen LiRos3 
 Secuencia  (5’→ 3’) 
 

F_I14D 
R_I14D 

 

CACACTCGAAAAACCGCGATGAGCAGCAGCAACTGC 
GCAGTTGCTGCTGCTCATCGCGGTTTTTCGAGTGTG 

F_Q16L 
R_Q16L 

GAAAAACCGCATTGAGCTGCAGCAACTGCCGC 
GCGGCAGTTGCTGCAGCTCAATGCGGTTTTTC 

F_Q16N 
R_Q16N 

GGAAAAACCGCATTGAGAATCAGCAACTGCCGCACATC 
GATGTGCGGCAGTTGCTGATTCTCAATGCGGTTTTTCG 

F_Q17L 
R_Q17L 

CGCATTGAGCAGCTGCAACTGCCGCAC 
GTGCGGCAGTTGCAGCTGCTCAATGCG 

F_Q17N 
R_Q17N 

GAAAAACCGCATTGAGCAGAATCAACTGCCGCACATCTATG 
CATAGATGTGCGGCAGTTGATTCTGCTCAATGCGGTTTTTC 

F_L19Q 
R_L19Q 

CATTGAGCAGCAGCAACAGCCGCACATCTATGC 
GCATAGATGTGCGGCTGTTGCTGCTGCTCAATG 

F_L19V 
R_L19V 

CCGCATTGAGCAGCAGCAAGTGCCGCACATC 
GATGTGCGGCACTTGCTGCTGCTCAATGCGG 

F_S27K 
R_S27K 

CCGCACATCTATGCTCGTCATAAGCCGCTGTCTG 
CAGACAGCGGCTTATGACGAGCATAGATGTGCGG 

F_S27L 
R_S27L 

CGCACATCTATGCTCGTCATTTGCCGCTGTCTG 
CAGACAGCGGCAAATGACGAGCATAGATGTGCG 

F_Y63D 
R_Y63D 

CACGGCTTGATTTTCGCGACGATCATATCAACAGC 
GCTGTTGATATGATCGTCGCGAAAATCAAGCCGTG 

F_Y63K 
R_Y63K 

GACACGGCTTGATTTTCGCAAGGATCATATCAACAGCTACAAG 
CTTGTAGCTGTTGATATGATCCTTGCGAAAATCAAGCCGTGTC 

F_Y63F 
R_Y63F 

GACACGGCTTGATTTTCGCTTCGATCATATCAACAG 
CTGTTGATATGATCGAAGCGAAAATCAAGCCGTGTC 

F_Y114D 
R_Y114D 

CCGGTTTACATGCAGGATCGCCTCAGCCCATTC 
GAATGGGCTGAGGCGATCCTGCATGTAAACCGG 

F_Y114K 
R_Y114K 

CTCCGGTTTACATGCAGAAGCGCCTCAGCCCATTCTTTC 
GAAAGAATGGGCTGAGGCGCTTCTGCATGTAAACCGGAG 

F_Y114F 
R_Y114F 

GCTCCGGTTTACATGCAGTTTCGCCTCAGC 
GCTGAGGCGAAACTGCATGTAAACCGGAGC 
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F_N122I 
R_N122I 

GCCTCAGCCCATTCTTTCAAATCTACCGCTACTTTAC 
GTAAAGTAGCGGTAGATTTGAAAGAATGGGCTGAGGC 

F_N122Q 
R_N122Q 

GTATCGCCTCAGCCCATTCTTTCAACAGTACCGCTACTTTAC 
GTAAAGTAGCGGTACTGTTGAAAGAATGGGCTGAGGCGATAC 

F_Q134L 
R_Q134L 

CGTGGACTACTCGCTGCTTAGCGGGAGAG 
CTCTCCCGCTAAGCAGCGAGTAGTCCACG 

F_Q134N 
R_Q134N 

CCGTGGACTACTCGAATCTTAGCGGGAGAGCG 
CGCTCTCCCGCTAAGATTCGAGTAGTCCACGG 

F_G137V 
R_G137V 

CTCGCAGCTTAGCGTGAGAGCGTCTGCAATTTC 
GAAATTGCAGACGCTCTCACGCTAAGCTGCGAG 

F_G137A 
R_G137A 

CGCAGCTTAGCGCGAGAGCGTCTGC 
GCAGACGCTCTCGCGCTAAGCTGCG 

F_P148A 
R_P148A 

CAATTTCAAAGATGTGTGCCGCATTCCGCTTTCCTGG 
CCAGGAAAGCGGAATGCGGCACACATCTTTGAAATTG 

F_P166A 
R_P166A 

CCGGCTACTACAACGCGTGTGGTGCATAC 
GTATGCACCACACGCGTTGTAGTAGCCGG 

F_G168V 
R_G168V 

CTACAACCCGTGTGTTGCATACCCGTGGG 
CCCACGGGTATGCAACACACGGGTTGTAG 

F_G168D 
R_G168D 

CTACAACCCGTGTGATGCATACCCGTGGG 
CCCACGGGTATGCATCACACGGGTTGTAG 

F_G168A 
R_G168A 

CTACAACCCGTGTGCTGCATACCCGTGGG 
CCCACGGGTATGCAGCACACGGGTTGTAG 

F_F175S 
R_F175S 

CATACCCGTGGGCTATGTCCAACGACAGCATCAGTC 
GACTGATGCTGTCGTTGGACATAGCCCACGGGTATG 

F_F175Y 
R_F175Y 

CATACCCGTGGGCTATGTACAACGACAGCATCAGTCTG 
CAGACTGATGCTGTCGTTGTACATAGCCCACGGGTATG 

F_N176I 
R_N176I 

CATACCCGTGGGCTATGTTCATCGACAGCATCAG 
CTGATGCTGTCGATGAACATAGCCCACGGGTATG 

F_N176D 
R_N176D 

CCGTGGGCTATGTTCGACGACAGCATCAGTC 
GACTGATGCTGTCGTCGAACATAGCCCACGG 

F_N176Q 
R_N176Q 

CCCGTGGGCTATGTTCCAGGACAGCATCAGTCTG 
CAGACTGATGCTGTCCTGGAACATAGCCCACGGG 

F_D177V 
R_D177V 

GTGGGCTATGTTCAACGTCAGCATCAGTCTGTATAG 
CTATACAGACTGATGCTGACGTTGAACATAGCCCAC 

F_D177K 
R_D177K 

CCGTGGGCTATGTTCAACAAGAGCATCAGTCTGTATAGG 
CCTATACAGACTGATGCTCTTGTTGAACATAGCCCACGG 

F_D177E 
R_D177E 

CCCGTGGGCTATGTTCAACGAGAGCATCAGTCTG 
CAGACTGATGCTCTCGTTGAACATAGCCCACGGG 

F_S178A 
R_S178A 

GTGGGCTATGTTCAACGACGCCATCAGTCTGTATAGGACTG 
CAGTCCTATACAGACTGATGGCGTCGTTGAACATAGCCCAC 

F_D218V 
R_D218V 

CATTGCTCGTCCAAGTGTCGTCAAAGAGAGATACAATC 
GATTGTATCTCTCTTTGACGACACTTGGACGAGCAATG 

F_D218E 
R_D218E 

CATTGCTCGTCCAAGTGAGGTCAAAGAGAGATACAATC  
GATTGTATCTCTCTTTGACCTCACTTGGACGAGCAATG 
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F_W273R 
R_W273R 

GATGAGGATTTGATAGTGAGGCTCGATCCGGCTTTC 
GAAAGCCGGATCGAGCCTCACTATCAAATCCTCATC 

F_W273Y 
R_W273Y 

GATGAGGATTTGATAGTGTATCTCGATCCGGCTTTCACGTC 
GACGTGAAAGCCGGATCGAGATACACTATCAAATCCTCATC 

F_K284M 
R_K284M 

CTTTCACGTCTGATGTGACGATGAATTACCGTATTCTCAACGTC 
GACGTTGAGAATACGGTAATTCATCGTCACATCAGACGTGAAAG 

F_K284R 
R_K284R 

CTTTCACGTCTGATGTGACGAGAAATTACCGTATTCTCAACG 
CGTTGAGAATACGGTAATTTCTCGTCACATCAGACGTGAAAG 

F_L293S 
R_L293S 

CGTATTCTCAACGTCGATTCGCCGGCCGGTG 
CACCGGCCGGCGAATCGACGTTGAGAATACG 

F_L293K 
R_L293K 

TACCGTATTCTCAACGTCGATAAGCCGGCCGGTG 
CACCGGCCGGCTTATCGACGTTGAGAATACGGTA 

F_L293V 
R_L293V 

CCGTATTCTCAACGTCGATGTGCCGGCCGG 
CCGGCCGGCACATCGACGTTGAGAATACGG 

F_G296V 
R_G296V 

CGTCGATTTGCCGGCCGTTGACTATTACTTCGAAATC 
GATTTCGAAGTAATAGTCAACGGCCGGCAAATCGACG 

F_G296A 
R_G296A 

GTCGATTTGCCGGCCGCTGACTATTACTTCGAAATC 
GATTTCGAAGTAATAGTCAGCGGCCGGCAAATCGAC 

F_Y298D 
R_Y298D 

GATTTGCCGGCCGGTGACGATTACTTCGAAATCACAG 
CTGTGATTTCGAAGTAATCGTCACCGGCCGGCAAATC 

F_Y298K 
R_Y298K 

GATTTGCCGGCCGGTGACAAGTACTTCGAAATCACAGAG 
CTCTGTGATTTCGAAGTACTTGTCACCGGCCGGCAAATC 

F_Y298F 
R_Y298F 

GATTTGCCGGCCGGTGACTTTTACTTCGAAATCACAG 
CTGTGATTTCGAAGTAAAAGTCACCGGCCGGCAAATC 

F_K315M 
R_K315M 

CCGTACGCATCGCATATGTTTGTGCAACTCGCG 
CGCGAGTTGCACAAACATATGCGATGCGTACGG 

F_K315D 
R_K315D 

CGCCGTACGCATCGCATGATTTTGTGCAACTCGCGAC 
GTCGCGAGTTGCACAAAATCATGCGATGCGTACGGCG 

F_K315R 
R_K315R 

CCGTACGCATCGCATAGGTTTGTGCAACTCGCG 
CGCGAGTTGCACAAACCTATGCGATGCGTACGG 

F_G326V 
R_G326V 

CCCGATCATGGATCGTGGGTAGAAGCCATGTTC 
GAACATGGCTTCTACCCACGATCCATGATCGGG 

F_G326A 
R_G326A 

CCGATCATGGATCGCGGGTAGAAGCCATG 
CATGGCTTCTACCCGCGATCCATGATCGG 

F_N86Q 
R_N86Q 

GTTTGCCGTTAATTTTCCATTCCAGGGCACCATGTACTCTTCTGG 
CCAGAAGAGTACATGGTGCCCTGGAATGGAAAATTAACGGCAAAC  

F_N198Q 
R_N198Q 

CGCCTTCACGGCCCAGGGAACGAGTCTGG 
CCAGACTCGTTCCCTGGGCCGTGAAGGCG 

F_N241Q 
R_N241Q 

GGAGTGCTGGCGGCCAGAAGTCAGCCACTGATC 
GATCAGTGGCTGACTTCTGGCCGCCAGCACTCC 

 

Las mutaciones introducidas aparecen subrayadas. F, forward; R, reverse. 
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Oligonucleótidos empleados para la mutagénesis dirigida múltiple en el dominio N 
terminal del gen LiRos3 
 Secuencia  (5’→ 3’) 
 

F_Q16L+Q17L 
R_Q16L+Q17L 

 

CGCATTGAGCTGCTGCAACTGCCGCAC 
GTGCGGCAGTTGCAGCAGCTCAATGCG 

F_Q16L+L19Q 
R_Q16L+L19Q 

GATTGAGCTGCAGCAACAGCCGCACATCTATGC 
GCATAGATGTGCGGCTGTTGCTGCAGCTCAATC 

F_L19Q+Q17L 
R_L19Q+Q17L 

CGCATTGAGCAGCTGCAACAGCCGCAC 
GTGCGGCTGTTGCAGCTGCTCAATGCG 

F_L19Q+Q16L+Q17L 
R_L19Q+Q16L+Q17L 

GAAAAACCGCATTGAGCTGCTGCAACAGCCGCACATC 
GATGTGCGGCTGTTGCAGCAGCTCAATGCGGTTTTTC 
 

 

Las mutaciones introducidas aparecen subrayadas. F, forward; R, reverse. 
 
 
Oligonucleótidos empleados para la obtención de secuencias truncadas del gen 
LiRos3 
Segmento Oligo Secuencia (5→́ 3 )́ 

 
 

ΔNR3 

 

ΔNR3 Fw 
 

CCCGGGATGGTTTCCGTTGTCTTT 
LiRos3 Rv GCGGATCCCTACTCTGTATAGACTGGCATGATCA 

 

ΔCR3 
LiRos3 Fw GCCCCGGGTCATGGCGCCTCTACCCCCT 
ΔCR3 Rv GGATCCTTATGAAAGAAGTGTCACTGC 

 
 

Los nucleótidos subrayados se corresponden con las secuencias agregadas para 
introducir sitios de restricción. 
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Oligonucleótidos empleados para la obtención de quimeras 
Segmento Oligo Secuencia (5→́ 3 )́ 

 
 

N1 

 

F_N1a 
 

 

TTCAAGCAACAGCGTCTGCCGGCGTGGCAACCCATCTTG
ACACCGCAGCACGTTTCCGTTGTCTTTTTTT 

F_N1b ACCCGGGATGCCTGTCGCCCCCGCTGCGGTGGACCAGCG
CCCGTCCATCTGGACGCTCTTCAAGCAACAGCGTCTG 

 

N2 
LiRos2 Fw GCCCCGGGCACACGTTGCCTTAGTCTGTT 
R_N2 GCTAGCGAAGGGCGAGGGGTAGTT 

 
C1 

F_C1a CGCGTAGGGCTCGGTCATCGTACCAGTGGTGAATTGAAA
GAAGTGTCAC 

F_C1b GGATCCTTAGTCGTCCTTCAGCAGCATCGCCACGGCGCG
TAGGGCTCGGT 

 

C2 
F_C2 CGCTAGCGAGTGCATGCTGCAG 
LiRos2 Rv GCAGATCTTCAGATATCCGCGCGCTGGCCATTGCC 

 

L1 
F_L1 TCCGGAGCGAACGCGTCCGCGGTG 
R_L1 CACGTGAGTGTTGCGGCCACCGAG 

 

L2 
F_L2 ATCCGGAGGTCGTGAATACCAC 
R_L2 ACACGTGGATGTTGCGGCCGCC 

 
L3a 

F_L3a   
 

GTCCTCGTAATTGTGTCCGGAGATCTAACGACC
GG 

R_L3a CCGTGTCGTTAGATCTCCGGACACAATTACGAG
GAC 

 

L3b 
F_L3b GGGGGTAGAAGCCACGTGCTCGGCTCTCTG 
R_L3b CAGAGAGCCGAGCACGTGGCTTCTACCCCC 

 

LM3 
ΔNR3 Fw CCCGGGATGGTTTCCGTTGTCTTT 
ΔCR3 Rv GGATCCTTATGAAAGAAGTGTCACTGC 

 
 

Las secuencias subrayadas se corresponden con los sitios de restricción que se 
introdujeron para el posterior ensamblaje y clonado de los diferentes segmentos. F, 
forward; R, reverse. 
 
 
Oligonucleótidos empleados para la secuenciación de construcciones 
Oligo Secuencia  (5’→ 3’) Vector 
 

SP6 
 

ATTTAGGTGACACTATAG 
 
 

pGEMT 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
 

pIR1SAT Fw 
 

CCTCACTTTCAAGGCTTCC 
 
 

pIR1SAT 
pIR1SAT Rv GCGAACTGGTCGTAGAAATC 
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II. MÉTODOS  
 

II.1. Cultivo y manipulación de L. infantum 
 
II.1.1. Cultivo in vitro 
 

Los promastigotes de L. infantum se cultivaron in vitro a 28 ºC en medio RPMI 
1640 modificado (Jackson et al., 1986) y suplementado con 20% de hiFBS. El 
mantenimiento de los parásitos en cultivo se realizó mediante pases continuados 
consistentes en la resiembra de 4 millones de promastigotes en fase logarítmica tardía 
por ml de medio fresco cada 48-72 h. 
 
I I.1.2. Criopreservación y congelación de promastigotes 
 

Se tomaron 900 μl de promastigotes en fase logarítmica de crecimiento y se les 
adicionaron 100 μl de DMSO. Se sometieron a una congelación progresiva y se 
almacenaron a -80 ºC o en nitrógeno líquido. 
 

La descongelación se llevó a cabo introduciendo los viales en un baño a 37 ºC. 
Posteriormente, los promastigotes se centrifugaron a 1000 g durante 5 min para eliminar 
los restos de DMSO y se resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo para iniciar su 
crecimiento. En los casos necesarios, el antibiótico de selección se añadió a las 24 h. 
 
I I.1.3. Recuento de promastigotes 
 

En todos aquellos experimentos que requirieron de recuento celular se utilizó un 
contador Coulter Counter modelo Z1, diluyendo 100 μl del cultivo de parásitos en 9,9 
ml de medio isotón II (Coulter). 
 
I I.1.4. Transfección de DNA plasmídico por electroporación 
 

La transfección es una técnica que permite introducir material genético extraño en 
células eucariotas. El proceso se llevó a cabo mediante electroporación (Kapler et al., 
1990) sobre 2 x 107 promastigotes de L. infantum en fase logarítmica tardía de 
crecimiento. Los parásitos se lavaron 2 veces con PBS estéril y se resuspendieron en 
HBS a una concentración de 5 x 107/ml; 400 μl de esta suspensión se mezclaron con 20-
40 μg de DNA plasmídico y se incubó durante 10 min en hielo. La electroporación se 
llevó a cabo en el sistema ECM 600® de BTX, utilizando como condiciones 450 voltios, 
500 μF, 13 ohms y pulsos de 7,2 mseg. Tras la electroporación, los promastigotes se 
incubaron durante 10 min en hielo y se transfirieron a 4 ml de medio RPMI modificado 
suplementado con 20% hiFBS, incubándose a 28 ºC. El antibiótico de selección se 
añadió a las 24 h y, tras sucesivos pases en presencia de concentraciones crecientes del 
mismo, se logró la selección de los transfectantes. 
 

Alternativamente, los promastigotes de L. infantum también fueron transfectados 
empleando el kit de transfección Amaxa Nucleofector System (Lonza). 
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II.2. Cultivo y manipulación de bacterias 
 
I I.2.1. Cultivo de bacterias 
 

Los cultivos líquidos de bacterias se hicieron en medio LB a 37 ºC y agitación 
constante. Las bacterias también se cultivaron en medio semisólido, en placas de petri 
con LB agar, a 37 ºC. En los casos necesarios, los medios se suplementaron con 
ampicilina, que actúa como antibiótico de selección. Los stocks de bacterias se 
conservaron a -80 ºC en medio LB suplementado con glicerol al 15%. 
 
I I.2.2. Preparación de células competentes por choque térmico 
 

Se cultivaron 5 ml de bacterias DH5α durante 16 h en medio LB líquido con 
agitación a 37 ºC. Se inocularon 2,5 ml de este pre-cultivo en 250 ml de LB, 
continuando su crecimiento hasta alcanzar una DO590 de 0,375. Las bacterias se 
enfriaron en hielo durante 15 min y se centrifugaron durante 7 min a 3500 g a 4 ºC. Una 
vez eliminado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1/5 del volumen inicial 
de MgCl2 100 mM estéril frío, incubando la suspensión en hielo 15-20 min. Se volvió a 
centrifugar (7 min, 3500 g, 4 ºC) y se eliminó el sobrenadante. Las células se 
resuspendieron en 1/50 del volumen inicial de CaCl2 100 mM estéril frío y se incubaron 
en hielo durante 1 h. A esa suspensión se añadió glicerol para obtener una concentración 
final del 15%. Finalmente, las células se alicuotearon en 200 μl en tubos eppendorf 
enfriados previamente. Estas células se pueden guardar a -80 ºC hasta su uso. 
 
 

II.3. Manipulación de ácidos nucleicos 
 
II.3.1. Aislamiento de DNA genómico de promastigotes 
 

Se realizó siguiendo el protocolo descrito en el Kit Puregene DNA isolation de 
Gentra, partiendo de 150 millones de promastigotes. El DNA se resuspendió en agua 
bidestilada y se determinó su concentración mediante espectrofotometría (1 DO260 DNA 
doble hebra = 50 μg/ml). 
 
I I.3.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 

Se empleó el kit PCR Extender System de 5 Prime. Las reacciones se llevaron a 
cabo en un volumen final de 50 μl, con una mezcla de 20 pmol de cada oligonucleótido, 
400 μM de cada desoxinucleótido, 10-100 ng de DNA molde, tampón "High Fidelity 
Buffer" con Mg2+ y 1-2 U de la mezcla de polimerasas termoestables suministradas con 
el kit. Las condiciones de la PCR y el número de ciclos de amplificación se ajustaron 
para cada experimento. 
 
I I.3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
 

Mediante esta técnica, los fragmentos de DNA pueden separarse según su tamaño y 
posteriormente ser transferidos a membranas o bien purificados a partir del gel. Se 
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utilizaron geles de agarosa de porcentaje entre 0,7 y 1,5%, según los tamaños a separar, 
preparados en tampón TAE 1X. Las muestras se cargaron en los geles con solución de 
carga. El DNA se visualizó tiñendo los geles con 0,5 μg/ml de bromuro de etidio y 
observándolos bajo luz ultravioleta. Como marcadores de tamaño molecular se 
emplearon el DNA del fago lambda cortado con HindIII y el DNA del fago phiX174 
digerido con HaeIII (0,1 μg por pocillo). 
 
I I.3.4. Purificación del DNA incluido en agarosa 
 

Los fragmentos de DNA se aislaron utilizando el kit comercial Gel Extraction Kit® 
(Omega) siguiendo el protocolo de la casa comercial. El fragmento de agarosa 
conteniendo el DNA se disolvió en el tampón de unión proporcionado en el kit a 55 ºC 
durante 7 min, y el DNA se retuvo en una membrana de fibra de vidrio. Esta membrana 
se lavó con una solución de etanol para eliminar impurezas y, finalmente, el DNA se 
eluyó con agua. 
 
I I.3.5. Aislamiento de DNA plasmídico 
 

Para las extracciones de DNA plasmídico a pequeña escala (3-5 ml de cultivo 
bacteriano) se utilizó el Plasmid Mini Kit® de Omega. El procedimiento se basa en el 
método de la lisis alcalina, con el que se consigue la desnaturalización y precipitación 
selectiva del DNA cromosómico en medios con NaOH y SDS. El DNA plasmídico 
permanece intacto debido a su pequeño tamaño y su naturaleza circular y 
superenrollada. El tratamiento con alta concentración de acetato potásico y SDS 
provoca la precipitación de la mayoría de proteínas mientras que el tratamiento con 
RNasa elimina el RNA. La purificación del DNA plasmídico se completa por 
precipitación con isopropanol. El sobrenadante se pasa por una resina para retener el 
DNA y, tras varios lavados, éste es eluído con un tampón Tris-HCl 10 mM pH 8,5. 
 

Este método permite de forma rápida el aislamiento de pequeñas cantidades de 
DNA plasmídico en condiciones óptimas para realizar su tratamiento posterior 
(digestión con enzimas de restricción, ligación, subclonado, marcaje radiactivo, 
secuenciación, etc.). 
 
I I.3.6. Digestión de DNA con enzimas de restricción 
 

Las enzimas se emplearon de acuerdo con las recomendaciones de cada casa 
comercial. De modo general, las reacciones de digestión se llevaron a cabo en un 
volumen final de 30 μl empleando de 1 a 10 U de enzima por μg de DNA a digerir, 
incubándose 2 h a la temperatura recomendada. 
 
I I.3.7. Tratamiento con fosfatasa alcalina 
 

Esta enzima hidroliza el grupo fosfato en el extremo 5' del DNA. La ligasa necesita 
este grupo para la reacción de ligación, por lo que el tratamiento con fosfatasa alcalina 
de los vectores plasmídicos abiertos disminuye la posibilidad de religamiento. La 
reacción se realizó agregando 1 U de esta enzima tras la digestión con endonucleasas de 
restricción e incubando 30 min a 37 ºC. 
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II.3.8. Reacción de ligación 
 

Las reacciones de ligación de fragmentos de DNA se llevaron a cabo con la enzima 
T4 DNA ligasa (1U/μg de DNA), procedente del bacteriófago T4. El volumen final de 
reacción fue de 20 μl en el tampón suministrado por la casa comercial, utilizando por lo 
general relaciones molar inserto:vector de 3:1, incubándose durante 16 h a temperatura 
ambiente. 
 
I I.3.9. Transformación de células competentes y selección de clones 
 

Para la transformación, se descongeló una alícuota de células competentes de E. 
coli, a las que se añadió el DNA plasmídico. A continuación se realizó un choque 
térmico, para lo que se incubaron las bacterias durante 30 min en hielo, 45 s a 42 ºC y 2 
min en hielo. A la mezcla se añadieron 500 μl de LB y se incubó 1 h a 37 ºC en 
agitación. Una alícuota de la mezcla se plaqueó en el correspondiente medio de 
selección y se incubó a 37 ºC durante 14-16 h. 
 

Los transformantes positivos se seleccionaron mediante el aislamiento del DNA 
plasmídico, análisis de restricción del plásmido y secuenciación. 
 
I I.3.10. Secuenciación de DNA 
 

La secuenciación de DNA se realizó por el método de terminación de cadena por 
dideoxinucleótidos (Sanger et al., 1977). La secuenciación se realizó con un 
secuenciador automático capilar 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems) 
utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher). 
 
I I.3.11. Generación de sondas de DNA marcadas con digoxigenina 
 

Se empleó el procedimiento de "Random Primed" (Feinberg y Vogelstein, 1983), 
basado en la utilización de una mezcla de hexanucleótidos que actúan como cebadores 
para la síntesis de DNA por el fragmento de Klenow de la DNA Polimerasa I de E. coli. 
El marcaje con digoxigenina (DIG) se consigue usando una mezcla de dNTPs y DIG-
11-dUTP. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 μl con 10-20 μg de 
DNA molde y 2 U de enzima de Klenow, siguiendo el protocolo de la casa comercial. 
El DNA se precipitó con etanol absoluto y 0,8 M LiCl y se resuspendió en 50 μl de 
tampón TE. 
 
 

II.4. Obtención de una línea mutante nulo del gen LiRos3 
 

La estrategia empleada para conseguir una línea de parásitos mutantes nulos del gen 
LiRos3 fue la misma que está descrita para el gen ortólogo de L. donovani LdRos3 
(Pérez-Victoria et al., 2006a). Se utilizó una construcción previamente generada en el 
plásmido pGEMT en la que el cassette HYG que contiene el gen hyg se encuentra 
flanqueado en su extremo 5' por un fragmento de 1,3 kb de la región 5'-no codificante 
(5'-UTR) de LdRos3 y en su extremo 3' por un fragmento de 1,2 kb de la región 3'-UTR 
de LdRos3 (Fig. 24). Ambas regiones UTR de LdRos3 y LiRos3 presentan una identidad 
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en la secuencia cercana al 100%, por lo que se pueden emplear para la obtención de 
parásitos mutantes nulos ΔLiRos3. 

 
Esta construcción se linealizó mediante digestión enzimática y 7 μg de este DNA se 

emplearon para transfectar por electroporación promastigotes de L. infantum. Después 
de 1 día en 5 ml de medio de cultivo, los promastigotes se centrifugaron (1000 g durante 
5 min) y se resuspendieron en 800 μl de medio que se emplearon para sembrar dos 
placas de medio de cultivo semisólido agar-RPMI al que se habían adicionado 40 μg/ml 
de higromicina B. Después de 10-15 días, se seleccionaron varios clones que se 
cultivaron en medio líquido para posteriormente extraerles el DNA y analizar mediante 
PCR la correcta integración de la construcción, con la consecuente sustitución del gen 
LiRos3 por el cassette que contiene el gen de resistencia a higromicina B (Fig. 24). De 
este modo, se obtuvieron promastigotes heterocigotos (+/-) (Fig. 25). 
 

 
Figura 24. Modelo de la doble recombinación que se produce en la sustitución del gen LiRos3 por el 
cassette HYG de resistencia a higromicina B en Leishmania. Los fragmentos de las regiones 5'UTR y 
3'UTR de LiRos3 tienen un tamaño de 1,3 kb y 1,2 kb, respectivamente. 
 
 

Para obtener parásitos con el otro alelo delecionado, los promastigotes ΔLiRos3 
(+/-) se cultivaron con una mayor presión de fármaco, llegando a 500 μg/ml de 
higromicina B. Los promastigotes se centrifugaron nuevamente y se plaquearon para 
obtener clones, algunos de los cuales fueron elegidos para estudiar su sensibilidad a 
miltefosina, seleccionando aquellos que eran resistentes a una concentración de 80 μM 
(Fig. 25). La correcta integración del cassette HYG en ambos alelos fue de nuevo 
confirmada por PCR y también por Southern blot. Además, la pérdida de expresión de 
la proteína LiRos3 se analizó por inmunodetección. 
 

 
 
Figura 25. Estrategia para la generación de promastigotes de L. infantum mutantes nulos de 
LiRos3. Hygro, higromicina B. 
 
 

II.5. Análisis de DNA mediante Southern blot 
 

El DNA genómico purificado de promastigotes de la línea salvaje y de los mutantes 
nulos de LiRos3 se digirió con BglI. El DNA digerido se separó mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 0,8%. Tras ello, los geles se trataron 3 min con HCl 0,25 M para 
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despurinizar el DNA y facilitar su fragmentación. A continuación se trataron 30 min con 
solución desnaturalizante y otros 30 min con solución neutralizante. El DNA se 
transfirió entonces a una membrana de nylon durante toda la noche por capilaridad en 
tampón SSC 20X, según la técnica descrita por Southern (1974). 
 

Finalizada la transferencia, la membrana se lavó en SSC 2X y se dejó secar. A 
continuación, el DNA se fijó covalentemente a la membrana por irradiación con luz 
ultravioleta a 250 nm durante 3 min. Las membranas se preincubaron en un horno de 
hibridación con la solución de hibridación a 42 ºC durante 2 h. Posteriormente, se 
hibridaron con sondas de DNA marcadas con DIG (digoxigenina), generadas usando 
como molde la secuencia codificante (ORF) o la región 5'-UTR de LiRos3. La 
hibridación se realizó durante toda la noche a 42 ºC con agitación suave.  
 

Finalmente, el DNA se detectó por el sistema DIG (Roche), siguiéndose las 
instrucciones proporcionadas por el fabricante. 
 
 

II.6. Generación de construcciones con el gen LiRos3 mutado, 
truncado y quimeras 
 

Se aislaron los genes de los tres miembros de la familia Cdc50 de L. infantum, tal y 
como se ha descrito previamente para los ortólogos de L. donovani (Pérez-Victoria et 
al., 2006a). La secuencia de referencia del NCBI de estos genes se indica a continuación 
entre paréntesis: LiRos3 (XM_001467713.2), LiRos1 (XM_001469112.1) y LiRos2 
(XM_001463528.1). Se añadieron dianas de restricción para su posterior subclonaje. 
Estas secuencias se amplificaron mediante PCR empleando DNA genómico de L. 
infantum como molde y se clonaron en el vector pGEMT (Promega). Posteriormente, 
LiRos3 se subclonó en el vector de expresión para Leishmania pIR1SAT por digestión 
con SmaI-BamHI. 
 

Para generar proteínas de fusión con GFP en el extremo C-terminal de LiMT 
(LiMT-GFP), LiRos1 (LiRos1-GFP) y LiRos2 (LiRos2-GFP), se amplificaron los ORFs 
sin el codón de terminación y se subclonaron en el vector de expresión pXG-’GFP+ 
como se ha descrito previamente (Pérez-Victoria et al., 2006a). 
 

Las mutaciones puntuales en LiRos3 se obtuvieron mediante el kit de mutagénesis 
QuikChange® II XL site-directed (Stratagene), usando como molde el plásmido de 
expresión que contiene el gen LiRos3. Para realizar mutaciones múltiples en el dominio 
N terminal de la proteína se emplearon como molde los plásmidos Q16L (para las 
construcciones Q16L+Q17L y Q16L+L19Q) y L19Q (para las construcciones 
Q17L+L19Q y Q16L+Q17L+L19Q). Se realizaron mutaciones conservativas y no 
conservativas, en base a las características estructurales y fisicoquímicas de los 
aminoácidos. Para ello, se emplearon un par de oligonucleótidos, complementarios entre 
sí, que incluían la mutación deseada, y se realizó una reacción de PCR con la enzima 
Pfu Ultra High Fidelity DNA Polimerasa, dando como resultado dos hebras completas y 
complementarias del plásmido amplificado. El DNA de molde se eliminó en una 
reacción de digestión con la enzima DpnI, que corta el DNA metilado, y se 
transformaron bacterias con el DNA sin metilar, que se correspondía con el producto de 
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la amplificación. La existencia de la mutación en el plásmido aislado de las bacterias 
transformadas se chequeó mediante secuenciación. 
 

Las secuencias truncadas de LiRos3, carentes del dominio N-terminal (ΔNR3) o 
del dominio C-terminal (ΔCR3), se obtuvieron por PCR a partir de DNA genómico. 
Para obtener proteínas quimera a partir de los tres genes de la familia Cdc50 se 
recurrió a la amplificación de los fragmentos de interés por PCR o a la creación de sitios 
de restricción silenciosos introducidos mediante mutagénesis dirigida, y a la posterior 
digestión y ligación de los correspondientes fragmentos de DNA. 
 

Todas las construcciones se clonaron en el vector pIR1SAT y sus secuencias se 
determinaron automáticamente. 
 

En la siguiente tabla se indican las posiciones inicial y final de los constituyentes de 
cada una de las proteínas truncadas e híbridas. Los tamaños de las proteínas LiRos1, 
LiRos2 y LiRos3 son de 421, 595 y 363 aminoácidos de longitud, respectivamente. 
 

Proteínas truncadas y quiméricas generadas en esta tesis doctoral 
Proteína Segmentos 

 

ΔNR3 
 

31-363 de  LiRos3 
ΔCR3 1-352 de LiRos3 
N1R3 1-34 de LiRos1 y 31-363 de LiRos3 
N2R3 1-146 de LiRos2 y 31-363 de LiRos3 
C1R3 1-352 de LiRos3 y 402-421 de LiRos1 
C2R3 1-352 de LiRos3 y 518-595 de LiRos2 
L1R3 1-53 y  330-363 de LiRos3 y 56-379 de LiRos1 
L2R3 1-53 y 330-363 de LiRos3 y 170-495 de LiRos2 
L3R1 1-54 y 381-421 de LiRos1 y 52-331 de LiRos3 
L3R2 1-168 y 497-595 de LiRos2 y 52-331 de LiRos3 

LM3R1 1-34 y 402-421 de LiRos1 y 30-352 de LiRos3 
L3M13R1 1-54 y 402-421 de LiRos1 y 52-352 de LiRos3 
L3M31R1 1-34 y 381-421 de LiRos1 y 30-331 de LiRos3 
LM3R2 1-146 y 518-595 de LiRos2 y 31-352 de LiRos3 

 
 

II.7. Técnicas para el estudio funcional de la proteína LiRos3 
 
II.7.1. Determinación de la concentración inhibitoria 50 (IC50) en 
formas promastigotas de L. infantum 
 

La Concentración Inhibitoria 50 (IC50) se puede definir como la concentración de 
un compuesto requerida para inhibir el crecimiento de los parásitos al 50% en relación a 
un cultivo control en ausencia de fármaco y cuando se alcanza la fase logarítmica tardía 
de crecimiento (Ellenberger y Beverley, 1989). 
 

Este parámetro se empleó para determinar la sensibilidad a MLF en las formas 
promastigotas de L. infantum, calculándose mediante un método colorimétrico basado 
en la reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, más 
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conocido como MTT. Este sustrato, soluble y amarillo, es convertido por enzimas 
deshidrogenasas de los parásitos en el producto formazán, insoluble y de color violeta. 
La cantidad de producto formado depende del número de células y de la viabilidad de 
las mismas. 
 

En los ensayos realizados, se partió de una concentración de 2 x 106 
promastigotes/ml, sembrados en 100 μl de medio de cultivo en una placa de 
microtitulación de 96 pocillos. Después de 48 h de incubación a 28 ºC en presencia de 
diferentes concentraciones de MLF, se añadieron 10 μl de MTT (5 mg/ml), y se incubó 
4 h a 28 ºC. Los cristales de formazán formados se disolvieron añadiendo 50 μl de SDS 
al 20% e incubando en oscuridad a 37 ºC durante 4-6 h. La absorbancia se midió a 540 
nm en un lector de placas. Los datos obtenidos permitieron el cálculo de la IC50 
mediante análisis de regresión no lineal usando el programa SigmaPlot 2000 para 
Windows (SPSS). 
 
I I.7.2. Ensayos de acumulación de miltefosina 
 

Se determinó la captación de MLF radiactiva como se ha descrito previamente 
(Pérez-Victoria et al., 2003a). Se incubaron 2 x 107 promastigotes de L. infantum en 
fase logarítmica de crecimiento con 0,09 μCi/ml de [14C]MLF (2,5 μM) en medio de 
cultivo M-199 durante 60 min a 28 ºC. Los promastigotes se lavaron con PBS frío 
adicionado con 10 mg/ml de BSA para extraer la fracción de fármaco incorporada en la 
cara externa de la membrana plasmática. Tras ello, se realizó un segundo lavado con 
PBS, y se resuspendieron los sedimentos celulares en Triton X-100 al 1%. La 
radiactividad acumulada en el parásito se midió usando el contador de centelleo 1209 
Rackbeta Liquid Scintillation Counter (LKB-Wallac). Se determinó asimismo la 
concentración de proteínas mediante el método de Bradford. 
 
I I.7.3. Acumulación de análogos fluorescentes de fosfolípidos 
 

Para estudiar la implicación de LiRos3 en el transporte de fosfolípidos se 
emplearon análogos fluorescentes de fosfatidilcolina (NBD-PC) y fosfatidiletanolamina 
(NBD-PE), marcados con el grupo fluorescente nitrobenzoxadiazol en un ácido graso de 
cadena corta (n=6) situado en posición 2 de la molécula de glicerol (Fig. 26). 
 

 
Figura 26. Estructura química de los análogos fluorescentes de fosfatidilcolina 16:0-06:0 NBD-PC y 
de fosfatidiletanolamina 16:0-06:0 NBD-PE. 
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Cantidades apropiadas de estos compuestos disueltos en cloroformo/metanol (1:1) 
se depositaron en un tubo de cristal de fondo cónico, se desecaron bajo atmósfera de 
nitrógeno, se resuspendieron en unas gotas de etanol absoluto y se diluyeron hasta la 
concentración adecuada (10 μM) en tampón HPMI. 
 

Los ensayos de acumulación de análogos de fosfolípidos se realizaron de manera 
similar a la descrita previamente (Pérez-Victoria et al., 2003b). Se partió de 
promastigotes de L. infantum en fase logarítmica de crecimiento, que se lavaron dos 
veces con PBS y se resuspendieron en tampón HPMI suplementado con PMSF 1 mM 
(para inhibir la degradación de los análogos de fosfolípidos) a una concentración de 4 x 
106 promastigotes/ml. Los parásitos se incubaron en este tampón con una concentración 
de 5 μM de NBD-PC o NBD-PE durante 30 min a 28 ºC. A continuación, se realizaron 
dos lavados con PBS + 1% BSA en frío para extraer la fracción unida a la cara externa 
de la membrana plasmática. Los parásitos se resuspendieron finalmente en PBS frío, 
dejándose las muestras en hielo hasta que se les midió la fluorescencia en un citómetro 
de flujo FACScan (Becton Dickinson). 
 

Se determinó la fluorescencia debida a la acumulación de los compuestos 
utilizados, medida como fluorescencia media en el canal FL1 (515-545 nm). Se 
establecieron regiones tras analizar la muestra utilizando los parámetros de dispersión 
frontal (forward scatter o FSC) y dispersión lateral (side scatter o SSC) y se analizaron 
10.000 eventos en las mismas. Los datos se analizaron con el programa Cell Quest. 
 
I I.7.4. Ensayos de actividad flipasa 
 

La actividad flipasa se determinó midiendo la acumulación de NBD-PC usando 
diferentes concentraciones de este análogo fluorescente de PC. Se partió de 
promastigotes de L. infantum en fase logarítmica de crecimiento, que se lavaron dos 
veces con PBS frío y se preincubaron en tampón HPMI suplementado con PMSF 1 mM, 
manteniéndolos con agitación suave durante 30 min a 28 ºC. De forma paralela, se 
prepararon diluciones seriadas de NBD-PC en HPMI en una placa de 96 pocillos. 
Finalizada la preincubación, se añadieron 1,6 x 106 promastigotes en cada pocillo, de tal 
modo que el volumen de reacción fue de 100 μl y la concentración máxima utilizada de 
NBD-PC fue de 5 μM. La placa se incubó durante 8 min a 28 ºC con agitación suave y 
en oscuridad, condiciones previamente determinadas en las cuales la incorporación de 
NBD-PC es lineal. Finalizada la incubación, la placa se centrifugó a 1000 g durante 3 
min a 4 ºC. Se retiró el sobrenadante y se añadieron en cada pocillo 100 μl de la 
solución stop (PBS + vanadato 200 μM + BSA 4%) para inhibir la actividad ATPasa de 
LiMT por acción del vanadato y  para eliminar la fracción de NBD-PC que hubiese 
quedado unida en la cara externa de la membrana plasmática de los promastigotes. Los 
promastigotes se incubaron en esta solución durante 5 min en hielo y las placas se 
volvieron a centrifugar a 1000 g durante 3 min a 4 ºC. Tras ello, los promastigotes se 
resuspendieron en PBS frío y se pasaron a tubos de citometría, manteniéndose en hielo 
hasta que se les midió la fluorescencia de la manera descrita en los ensayos de 
acumulación de análogos fluorescentes de fosfolípidos. 
 

A los datos obtenidos en cada línea se les sustrajo la fluorescencia asociada a la 
línea delecionada para ambos alelos de LiRos3 (ΔLiRos3) debida a la captación no 
dependiente del sistema de transporte LiMT-LiRos3, ya sea por difusión o endocitosis, 
así como a la fluorescencia residual asociada no eliminada tras la extracción con BSA, 
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tal y como se ha descrito previamente (Pérez-Victoria et al., 2006a y b). Los resultados 
se normalizaron también en base a los niveles de expresión de LiMT en la membrana 
plasmática, obtenidos en los ensayos de biotinilación. 
 

Los datos obtenidos se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten y se 
representaron gráficamente con el programa GraphPad Prism 6. La velocidad máxima 
aparente de transporte (Vmax) de las diferentes líneas se expresó como el porcentaje 
respecto a la actividad máxima de los parásitos control (ΔLiRos3 transfectados con 
LiRos3). 
 
I I.7.5. Sensibilidad a miltefosina de los amastigotes intracelulares in 
vitro 
 

Para determinar la sensibilidad de las formas amastigotas intracelulares a MLF de 
los diferentes mutantes de L. infantum, se empleó la línea de monocitos THP-1. Estas 
células se diferenciaron a macrófagos en placas de 24 pocillos mediante el empleo de 20 
ng de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) durante 48 h, seguido de 24 h en medio 
fresco sin PMA, como se ha descrito previamente (Rochette et al., 2008), 
permitiéndoles así adquirir la capacidad de adherencia. Los macrófagos se infectaron 
con promastigotes en fase estacionaria tardía de crecimiento a razón de 10:1 parásitos 
por macrófago. Transcurridas 12-18 h, las células se lavaron con medio de cultivo para 
eliminar los promastigotes que no habían penetrado. Los cultivos de macrófagos 
infectados se incubaron durante 72 h a 37 ºC con CO2 al 5% y con diferentes 
concentraciones de MLF para calcular la IC50. Tras ello, las muestras se fijaron durante 
20 min a 4 ºC con paraformaldehído al 2% (p/v) en PBS y se permeabilizaron durante 
30 min con Triton X-100 al 0,1% en PBS. Los amastigotes intracelulares se detectaron 
mediante marcaje con DAPI. El número de formas amastigotas intracelulares por 
macrófago infectado se determinó a partir del recuento de al menos 200 macrófagos por 
pocillo. 
 
 

II.8. Técnicas de obtención y análisis de proteínas 
 
II.8.1. Preparación de extractos totales de L. infantum para 
electroforesis de proteínas en geles SDS-PAGE 
 

De forma general, se emplearon promastigotes en fase logarítmica tardía de 
crecimiento (3 x107 células/ml). Los parásitos se centrifugaron a 1000 g durante 5 min a 
4 ºC y se lavaron tres veces con PBS en frío. Tras ello, se resuspendieron en PBS 
adicionado con un cóctel de inhibidor de proteasas (Pierce) y se mezclaron directamente 
con tampón de Laemmli 2X en proporción 1:1. De forma alternativa, los promastigotes 
se lisaron empleando tampón de lisis A (Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; DDM 5%. 
pH 7,4) complementado con PMSF 1 mM y una combinación de inhibidores de 
proteasas (Pierce). Después de 2 h de incubación a 4 ºC, las muestras se mezclaron en 
proporción 1:1 con tampón de Laemmli 2X. Se cargaron geles de poliacrilamida con 
alícuotas equivalentes a 2 x 106 promastigotes. 
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II.8.2. Biotinilación de las proteínas de superficie 
 

Las proteínas de la membrana plasmática de L. infantum se marcaron mediante 
biotinilación como se ha descrito previamente (Sánchez-Cañete et al., 2009). Se 
utilizaron 108 promastigotes en fase logarítmica de crecimiento, que se lavaron con PBS 
y se incubaron en hielo con EZ-LinkTM Sulfo-NHS-SS-biotina (Pierce) 1 mM en 1 ml 
de PBS durante 1 h a 4 ºC. La membrana plasmática no es permeable para este reactivo 
que actúa uniéndose específicamente a los grupos amino primario de las proteínas de la 
superficie celular a través de su grupo N-hidroxisulfosuccinimida (NHS) éster. 
 

La reacción de biotinilación se detuvo mediante tres lavados con PBS 
suplementado con Tris-HCl 50 mM. Tras ello, los promastigotes se incubaron en hielo 
durante 1 h con 100 μl de tampón de lisis B (Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; SDS 
0,1%; Nonidet P-40 2%. pH 7,4) suplementado con PMSF 1 mM y una combinación de 
inhibidores de proteasas (Pierce) para solubilizar las proteínas presentes en la muestra. 
El lisado resultante se centrifugó a 21.000 g durante 20 min a 4 ºC para eliminar los 
restos insolubles, y el sobrenadante obtenido se incubó durante 1 h con 100 μl de resina 
de estreptavidina-agarosa (Pierce), previamente lavada con el tampón de lisis, 
obteniéndose de este modo proteínas biotiniladas unidas a estreptavidina. La resina se 
lavó 4 veces con 400 μl de tampón de lisis y las proteínas biotiniladas se eluyeron con 
30 μl de tampón de Laemmli 2X. El DTT presente en este tampón produjo la reducción 
del puente disulfuro del reactivo empleado en la reacción de biotinilación, logrando así 
separar las proteínas unidas a la resina que, a continuación, se desarrollaron en geles de 
SDS-poliacrilamida. 
 
I I.8.3. Co-inmunoprecipitación 
 

Se emplearon promastigotes transfectados con la construcción LdMT-GFP, descrita 
previamente (Pérez-Victoria et al., 2003b). LdMT de L. donovani es idéntico al 100% 
en secuencia de aminoácidos a su ortólogo de L. infantum LiMT. Se partió de 5 x 108 
promastigotes de L. infantum en fase logarítmica tardía de crecimiento, que se lavaron 
tres veces con PBS y se lisaron durante 2 h con 1 ml de tampón de lisis C (PBS; DDM 
2%. pH 7,4) suplementado con PMSF 1 mM y una combinación de inhibidores de 
proteasas (Pierce). Las muestras se aclararon por centrifugación a 21.000 g durante 20 
min a 4 ºC, y el sobrenadante obtenido se incubó durante toda la noche a 4 ºC en 
rotación con bolitas magnéticas recubiertas con anti-GFP. Tras ello, las bolitas se 
separaron magnéticamente, se eliminó el sobrenadante y se realizaron 5 lavados con 
PBS suplementado con DDM al 0,05%. Las proteínas unidas al anticuerpo se eluyeron 
con 40 μl de tampón citrato 0,1 M pH 2 + DDM al 0,05%, se mezclaron en proporción 
1:1 con tampón de Laemmli 2X y se desarrollaron en geles de SDS-poliacrilamida. 
 
I I.8.4. Reacción de N-desglicosilación 
 

Para proceder a la liberación de los oligosacáridos unidos a los residuos de 
asparagina glicosilados de la proteína LiRos3, se empleó la enzima PNGasa F (New 
England Biolabs) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se partió de 5 x 107 
promastigotes de L. infantum, que se lavaron con PBS y se solubilizaron en 100 μl de 
tampón de lisis D (Tris-HCl 50 mM; NaCl 150 mM; Nonidet P-40 1%. pH 7,4) 
complementado con una combinación de inhibidores de proteasas (Pierce). El material 
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insoluble se eliminó por centrifugación a 21.000 g durante 10 min a 4 ºC, y el 
sobrenadante se mezcló con el tampón de la N-glicosidasa 10X y se incubó con PNGasa 
F (1000 unidades) durante 1 h a 37 ºC. Finalmente, las muestras se mezclaron con 
tampón de Laemmli 2X y se separaron mediante electroforesis de proteínas en geles 
SDS-PAGE al 10%. 
 
I I.8.5. Cuantificación de proteínas 
 

La concentración de proteínas se determinó utilizando el método colorimétrico de 
Bradford (1976), en el que se basa el kit Bio-Rad Protein Assay. Este método consiste 
en la cuantificación de la unión del colorante Azul de Coomassie a las proteínas de la 
muestra, medida por espectrofotometría a una longitud de onda de 595 nm. 
 
I I.8.6. Electroforesis de proteínas en geles SDS-PAGE  
 

La separación de proteínas en función de su tamaño se realizó mediante la técnica 
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE), 
según el método de Laemmli (1970). La separación electroforética se realizó en geles 
discontinuos, compuestos por un gel superior (concentrador) preparado al 3% de 
acrilamida/bisacrilamida y pH 6,8, y un gel inferior (separador) al 8-12% y pH 8,8. Los 
porcentajes de acrilamida se eligieron en función del tamaño de las proteínas de interés 
a separar. La electroforesis se llevó a cabo en minigeles empleando la cubeta del 
sistema mini-PROTEAN de Bio-Rad, a 20-25 mA/gel. 
 
I I.8.7. Transferencia de proteínas a membrana y detección con 
anticuerpos (Western blot) 
 

Las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de PVDF 
Immobilon-P de Millipore. Estas membranas se activaron sumergiéndolas en metanol 
absoluto durante 20 s, pasándose posteriormente a agua bidestilada durante 1 min y, 
finalmente, a tampón de transferencia. Los geles de acrilamida y los papeles Whatman 
usados en la transferencia también se sumergieron brevemente en tampón de 
transferencia. 
 

La transferencia se realizó empleando el procedimiento semiseco o húmedo. La 
transferencia semiseca se realizó en un aparato Trans Blot SD Semidry Cell (Bio-Rad) 
a 23 V durante 45 min. Por su parte, la transferencia húmeda se realizó en un aparato 
Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) durante 1 h a un voltaje máximo de 25 V y un amperaje 
máximo de 100 mA. 
 

Finalizada la transferencia, las membranas se tiñeron con una solución de Rojo 
Ponceau para visualizar las proteínas y determinar la eficiencia de la transferencia, 
destiñéndose con agua bidestilada. Seguidamente, la membrana se bloqueó en una 
solución de leche desnatada al 5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente en 
agitación suave o durante 14 h a 4 ºC, como paso previo a la inmunodetección de las 
proteínas transferidas. 
 

Las membranas de PVDF se incubaron a temperatura ambiente, durante 1 h, con el 
anticuerpo primario correspondiente en la solución de inmunodetección. Las diluciones 
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empleadas de estos anticuerpos fueron de 1:300 para anti-LdMT; 1:1000 para anti-
LdRos1, anti-LdRos2 y anti-LdRos3; 1:12500 para anti-α-tubulina, y 1:500 para anti-
gp63. 
 

Después de 3 lavados de 5 min con la solución de inmunodetección, las membranas 
se incubaron durante 1 h con una dilución 1:5000 de un anticuerpo secundario anti-IgG 
de conejo o ratón conjugados a peroxidasa. Después de 3 nuevos lavados de 5 min con 
la solución de inmunodetección, la membrana se reveló utilizando el sustrato 
quimioluminiscente ECL (Pierce). 
 
 

II.9. Microscopía de fluorescencia 
 

Se realizaron estudios de co-localización empleando promastigotes que expresaban 
las proteínas LiRos1 o LiRos2 fusionadas a la proteína verde fluorescente (GFP). 
 

Para el marcaje del retículo endoplasmático se realizó un análisis mediante 
inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo de conejo dirigido contra el 
marcador de retículo endoplasmático BiP (proteína de unión a la cadena pesada de la 
inmunoglobulina) de la manera que se ha descrito anteriormente (Pérez-Victoria et al., 
2006a), con algunas modificaciones. Los promastigotes de L. infantum se fijaron 
durante 1 h a 4 ºC con paraformaldehído en PBS y se resuspendieron a una 
concentración de 1,5 x 107 células/ml. Se depositaron 20 μl de la suspensión sobre 
portaobjetos provistos con 10 círculos de 6 mm de diámetro (BioMèrieux) y se dejó 
secar a temperatura ambiente durante toda la noche. Las muestras se incubaron con 
glicina 500 mM en PBS durante 30 min, tras lo cual se permeabilizaron con Triton X-
100 al 0,2% en PBS durante 30 min y se bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 30 
min. Los portaobjetos se lavaron entonces tres veces con el tampón IFI (PBS con BSA 
al 0,1%) y se incubaron con una dilución 1:500 del anticuerpo anti-BiP en tampón IFI 
durante 1 h a 37 ºC en cámara húmeda. Después de tres nuevos lavados, los 
portaobjetos se incubaron con una dilución 1:1000 de un anticuerpo de cabra anti-IgG 
de conejo conjugado con Alexa FluorTM 594 en tampón IFI durante 1 h a 37 ºC en 
cámara húmeda. Finalmente, los portaobjetos se lavaron otras tres veces con el tampón 
IFI y se analizaron con un microscopio confocal Axiovert (TCS SP5; Leica). 
 

Para el marcaje de la mitocondria, los promastigotes se incubaron con MitoTracker 
Red 50 nM durante 30 min a 28 ºC en medio RPMI sin hiFBS. Tras ello, se lavaron con 
PBS en frío y se examinaron mediante microscopía confocal. 
 
 

II.10. Análisis bioinformático 
 

Los datos de la secuencia de los genes LiRos1 (LinJ.35.3450), LiRos2 
(LinJ.09.1080) y LiRos3 (LinJ.32.0540) se tomaron de la base de datos TriTrypDB 
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/). 
 

Para la predicción de las regiones transmembrana de las proteínas Cdc50 de L. 
infantum LiRos1, LiRos2 y LiRos3 se utilizaron el servidor TMpred 
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) y los programas 
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MEMSAT3 y MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Para determinar los 
posibles sitios de N-glicosilación de LiRos3 se empleó el servidor NetNGlyc 1.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). 
 

El porcentaje de identidad y de similitud de LiRos3 con otras proteínas de la 
familia Cdc50 se determinó con el programa BLASTP (Protein-protein Basic Local 
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997), utilizando la base de datos UniProtKB 
(http://www.uniprot.org/uniprot/) y la página web del Instituto Suizo de Bioinformática 
(SIB) (http://web.expasy.org/blast/). 
 

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las diferentes proteínas de la 
familia Cdc50 se realizó mediante el algoritmo ClustalW (Thompson et al., 1996), 
utilizando el servidor NPS@ (Network Protein Sequence Analysis; https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/align_clustalw.pl) (Combet et al., 2000). A partir de dicho 
alineamiento, las imágenes se crearon con el servidor ESPript 3 (http://espript.ibcp.fr) 
(Robert y Gouet, 2014). En estas imágenes, el valor empleado en el parámetro que 
permite distinguir entre alta y baja similitud fue de 0,9 en una escala comprendida entre 
0 y 1. 
 

Para este alineamiento, las secuencias de referencia de las proteínas Cdc50 se 
obtuvieron de la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la Información 
Biotecnológica). Entre paréntesis se indican los números de acceso de estas secuencias: 
 
- Leishmania infantum: LiRos3 (XP_001467750.2), LiRos2 (XP_001463565.1) y 
LiRos1 (XP_001469149.1). 
- Saccharomyces cerevisiae: Lem3p (NP_014076.1), Cdc50p (NP_010018.1) y Crf1p 
(NP_014446.3). 
- Homo sapiens: CDC50A (NP_060717.1) y CDC50B (NP_001017970.1). 
- Mus musculus: Cdc50C (NP_081927.1). 
- Drosophila melanogaster: CG9947 (NP_573128.2). 
- Caenorhabditis elegans: CHAT-1 (NP_001023332.1). 
- Arabidopsis thaliana: ALIS1 (NP_566435.1), ALIS3 (NP_564656.1) y ALIS5 
(NP_565210.1). 
 
 

II.11. Análisis estadístico 
 

Los resultados se expresaron como la media aritmética ± desviación estándar 
(S.D.). Las comparaciones estadísticas entre diferentes grupos se llevaron a cabo 
mediante el test de la t de Student. Las diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas con P < 0,05. 
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I. Características generales de LiRos3 y homología con otras 
proteínas Cdc50 
 

El gen LiRos3 (GeneDB LinJ.32.0540) es ortólogo del gen LdRos3, descrito con 
anterioridad por nuestro laboratorio como subunidad esencial del complejo de transporte 
de MLF en L. donovani (Pérez-Victoria et al., 2006a). Forma parte del cromosoma 32 
de L. infantum y codifica una proteína de 363 aminoácidos, con un peso molecular 
estimado de 40,3 kDa y un punto isoeléctrico de 8,69. 
 

Estudiando la topología de LiRos3 se puede comprobar que tiene la estructura 
típica de las proteínas Cdc50. Es una proteína integral de membrana con dos dominios 
transmembrana separados por un lazo extracitosólico de gran tamaño (aproximadamente 
280 residuos) y con dos cortas regiones citosólicas en los extremos amino y carboxilo 
terminal, de 30 y 11 residuos respectivamente. Al analizar su secuencia, se deduce que 
es altamente probable que se encuentre N-glicosilada y que su lazo extracitosólico esté 
estabilizado por dos puentes disulfuro, al igual que sucede en otras proteínas de la 
familia (Fig. 27). 
 

 

 
 
 
 
Figura 27. Modelo topológico 
de la proteína LiRos3 de L. 
infantum. 
Se indican los residuos donde 
empiezan y terminan los dos 
segmentos transmembrana según 
la predicción de diversos 
programas bioinformáticos. Se 
resaltan además los puentes 
disulfuro y las N-glicosilaciones 
que se prevé que tengan lugar en 
la proteína. 

 
 

Al estudiar la homología de LiRos3 con las otras proteínas de la familia Cdc50 de 
L. infantum se observó que presenta un porcentaje de identidad del 30% con LiRos1 y 
del 33% con LiRos2 (Tabla 3). Comparándola con los posibles ortólogos de otras 
especies de Leishmania, se observaron unas identidades que iban desde el 99% (L. 
donovani) o el 91% (L. major) hasta el 73% (L. braziliensis). Otras proteínas Cdc50 de 
otros tripanosomátidos, ninguna de las cuales se ha estudiado hasta la fecha, presentan 
unos porcentajes de identidad del 35-50% con LiRos3. Por último, también puede 
destacarse de este análisis que LiRos3 presenta una identidad del 22-30% con diversas 
proteínas Cdc50 de otros organismos eucariotas que se han estudiado en anteriores 
trabajos (revisado por López-Marqués et al., 2014). Es el caso de las proteínas de 
levaduras Lem3p (que posee similitud funcional con LiRos3), Crf1p y Cdc50p; las 
proteínas CDC50A y CDC50B de humanos; las proteínas ALIS-1, ALIS-3 y ALIS-5 de 
A. thaliana, y la proteína CHAT-1 de C. elegans. (Tabla 3). 
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Tabla 3. Homología de LiRos3 con otras proteínas Cdc50 
Especie Proteína 

(número de acceso) 
%I (%S) 

Leishmania   
L. infantum LiRos1 (A4IBN0) 30 (46) 
 LiRos2 (A4HU24) 33 (49) 
L. donovani LdRos3 (Q0P0L8) 99 (100) 
L. major Q4Q5N2 91 (94) 
L. amazonensis A0A075DN10 85 (91) 
L. mexicana E9B2H4 85 (90) 
L. panamensis A0A088RYB7 74 (85) 
L. braziliensis LbRos3 (A4HK31) 73 (85) 

Otros tripanosomátidos   
Strigomonas culicis S9USM7 49 (68) 
Angomonas deanei S9V780 49 (69) 
Phytomonas sp. W6KZJ4 47 (66) 
Trypanosoma cruzi K2N5A4 43 (59) 
Trypansoma brucei brucei Q382G0 40 (60) 
Trypanosoma brucei gambiense D0A9R9 40 (60) 
Trypanosoma vivax G0U8P6 37 (58) 
Trypanosoma congolense G0V2M9 35 (49) 

Otros eucariotas   
Saccharomyces cerevisiae Crf1p (P53740)  26 (38) 
 Lem3p (P42838) 25 (40) 
 Cdc50p (P25656) 24 (39) 

Homo sapiens CDC50A (Q9NV96) 30 (45) 
 CDC50B (Q3MIR4) 28 (42) 

Mus musculus Cdc50A (Q8VEK0) 31 (46) 
 Cdc50B (Q8BHG3) 27 (43) 
 Cdc50C (Q9D4D7) 25 (41) 

Arabidopsis thaliana ALIS1 (Q9LTW0) 28 (43) 
 ALIS2 (Q67YS6) 26 (41) 
 ALIS3 (Q9SLK2) 27 (42) 
 ALIS4 (Q9SA35) 28 (42) 
 ALIS5 (Q8L8W0) 27 (42) 

Drosophila melanogaster CG9947 (Q9VXG0) 28 (43) 

Caenorhabditis elegans CHAT-1 (H2L0H3) 22 (39) 
 F20C5.4 (Q19635) 23 (39) 
 W03G11.2 (Q23151) 22 (36) 

 

Se han seleccionado las otras dos proteínas Cdc50 de L. infantum, las posibles proteínas ortólogas de 
otras especies de Leishmania y la proteína Cdc50 de otros tripanosomátidos que presenta mayor 
porcentaje de similitud con LiRos3. La tabla se completa con las proteínas Cdc50 identificadas en otros 
organismos eucariotas representativos. Se indica el número de acceso de las proteínas en la base de datos 
UniProtKB. El número de acceso de LiRos3 es A4I7N1. %I, porcentaje de identidad; %S, porcentaje de 
similitud. 
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II. Generación y caracterización de promastigotes de L. 
infantum mutantes nulos del gen LiRos3 
 

La caracterización de la proteína LiRos3 que se describe en esta tesis doctoral se 
llevó a cabo utilizando una cepa de L. infantum denominada MHOM/ES/1993/BCN-99. 
Los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio en los que se identificó el 
complejo de transporte de MLF y se analizó su funcionamiento y localización, se 
llevaron a cabo principalmente en una cepa de L. donovani. L. infantum es endémica en 
España y la cepa utilizada en esta tesis doctoral tiene la ventaja de bioseguridad, al ser 
poco virulenta en animales de experimentación. Es conveniente destacar que ambas 
especies presentan una sensibilidad a MLF muy parecida, que están clasificadas 
taxonómicamente dentro del mismo complejo y que los genes LdMT y LdRos3 de L. 
donovani presentan con respecto a los ortólogos LiMT y LiRos3 de L. infantum una 
identidad en la secuencia deducida de aminoácidos del 100% y 99%, respectivamente. 
 

Para caracterizar la proteína LiRos3, en primer lugar se tuvieron que generar 
promastigotes en los cuales se eliminaron los dos alelos del gen LiRos3, tal y como se 
describió para LdRos3 (Pérez-Victoria et al., 2006a). Los promastigotes heterocigotos 
LiRos3 (+/-) se generaron con relativa facilidad después de transfectar promastigotes 
salvajes con una construcción linealizada en la que el cassette HYG, que confiere 
resistencia a higromicina B, se encontraba flanqueado por las regiones 5'-UTR y 3'-UTR 
de LiRos3 (Fig. 28A). Tras chequear mediante PCR la correcta integración de la 
construcción a partir de DNA genómico, se incrementó la presión con higromicina B 
para obtener un clon mutante nulo LiRos3 (-/-), línea ΔLiRos3, que se seleccionó por ser 
resistente a una concentración de MLF de 80 μM. La correcta integración de la 
construcción usada para obtener la línea ΔLiRos3 se chequeó mediante un análisis por 
PCR a partir de DNA genómico (Fig. 28B) y un análisis por Southern blot (Fig. 28C). 
Además, la pérdida de expresión de LiRos3 se verificó mediante inmunodetección 
usando un anticuerpo policlonal de conejo previamente generado en nuestro laboratorio 
dirigido contra el lazo exoplasmático de LdRos3 (Sánchez-Cañete et al., 2009), que 
también reconoce el lazo de LiRos3 (Fig. 28D). 
 

En L. donovani se observó que la inactivación de los dos alelos de LdRos3 genera 
parásitos que son incapaces de llevar a cabo la translocación del fármaco y, por tanto, 
completamente resistentes al mismo (Pérez-Victoria et al., 2006a). Al igual que en este 
estudio, para analizar el fenotipo de los promastigotes ΔLiRos3 generados en esta tesis 
doctoral se emplearon los ensayos de acumulación de MLF marcada radiactivamente y 
de sensibilidad a este fármaco mediante el método colorimétrico basado en la reducción 
del MTT. Estos dos ensayos permiten comparar la MLF acumulada por diferentes líneas 
y calcular la IC50, respectivamente. Como era de esperar, los promastigotes ΔLiRos3 
fueron resistentes a MLF e incapaces de internalizar el fármaco (Fig. 29). Estos 
mutantes nulos incorporaron alrededor del 4% de la cantidad de MLF incorporada por 
los promastigotes salvajes, un porcentaje similar al que se obtuvo cuando se generaron 
mutantes nulos de LdMT y LdRos3 (Pérez-Victoria et al., 2006a). La transfección de la 
línea ΔLiRos3 con un vector episomal que contenía el gen LiRos3 rescató estos dos 
fenotipos (Fig. 29), confirmando que se debían a la pérdida de esta proteína Cdc50. 
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Figura 28. Generación de promastigotes mutantes nulos para 
(A) Representación esquemática del locus de 
resistencia a higromicina B utilizada para lograr el reemplazamiento génico. Los números 1
la posición de los oligonucleótidos utilizados
construcción. Se muestran también los sitios de restricción de BglI y las sondas usadas para el análisis 
mediante Southern blot. (B) Análisis por PCR del locus de 
en los mutantes nulos de LiRos3
oligonucleótidos 1 y 2 es de 3,6 kb y 4,6 kb, respectivamente. El producto de PCR específico de la 
construcción (oligonucleótidos 1 y 4; 1,4 kb) 
higromicina se produjo en el lugar correcto y el producto de PCR del interior del locus de 
(oligonucleótidos 1 y 3; 1,5 kb) confirmó que se habían reemplazado los dos alelos en los promasti
ΔLiRos3. (C) Análisis mediante Southern blot del DNA genómico de los promastigotes de la línea 
salvaje (WT) y la línea ΔLiRos3
marcadas con digoxigenina procedentes de la región 5'
situada en el interior de LiRos3 se pierde al producirse el reemplazamiento génico. (
Western blot de extractos proteicos totales de los promastigotes WT, 
con el gen nativo (ΔLiRos3+LiRos3) con el anticuerpo policlonal anti
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Figura 28. Generación de promastigotes mutantes nulos para LiRos3 (ΔLiRos3). 
) Representación esquemática del locus de LiRos3 y de la construcción que contiene el gen de 

resistencia a higromicina B utilizada para lograr el reemplazamiento génico. Los números 1
la posición de los oligonucleótidos utilizados para comprobar mediante PCR la correcta inserción de la 
construcción. Se muestran también los sitios de restricción de BglI y las sondas usadas para el análisis 

) Análisis por PCR del locus de LiRos3 en los promastigotes salvajes
LiRos3 (-/-). El tamaño esperado de los productos amplificados con el par de 

oligonucleótidos 1 y 2 es de 3,6 kb y 4,6 kb, respectivamente. El producto de PCR específico de la 
construcción (oligonucleótidos 1 y 4; 1,4 kb) confirmó que el reemplazamiento por el gen de resistencia a 
higromicina se produjo en el lugar correcto y el producto de PCR del interior del locus de 

y 3; 1,5 kb) confirmó que se habían reemplazado los dos alelos en los promasti
) Análisis mediante Southern blot del DNA genómico de los promastigotes de la línea 

LiRos3. Este DNA se digirió con BglI y se hibridó con sondas de DNA 
marcadas con digoxigenina procedentes de la región 5'-UTR y el ORF de LiRos3

se pierde al producirse el reemplazamiento génico. (D
Western blot de extractos proteicos totales de los promastigotes WT, ΔLiRos3 y ΔLiRos3

+LiRos3) con el anticuerpo policlonal anti-LdRos3 de conejo. Para el control 
de carga de proteínas se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina de ratón. 
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Figura 29. Caracterización funcional de los promastigotes ΔLiRos3. 
(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) en promastigotes de L. infantum se determinó usando el método 
colorimétrico basado en la reducción del MTT. Se representa la IC50 después de 48 h de cultivo. Los 
resultados son la media ± S.D. de al menos tres experimentos independientes. (B) La captación de 
[14C]MLF se midió después de 60 min de incubación a 28ºC. Se expresa como el porcentaje de MLF 
internalizada respecto a la línea salvaje (WT). Los resultados son la media ± S.D. de al menos tres 
experimentos independientes. 
 
 

III. Identificación de residuos de LiRos3 implicados en la 
funcionalidad del complejo de transporte de miltefosina 
 

Existen tres miembros de la familia de proteínas Cdc50 en humanos (Katoh y 
Katoh, 2004), levaduras (Saito et al., 2004) y Leishmania (Pérez-Victoria et al., 2006a; 
http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Realizando un alineamiento de la secuencia completa de 
aminoácidos de las proteínas Cdc50 de humanos (CDC50A y CDC50B), ratón 
(Cdc50C; seleccionada porque la proteína ortóloga humana CDC50C está truncada) 
(Osada et al., 2007), S. cerevisiae (Lem3p, Cdc50p y Crf1p) y L. infantum (LiRos1, 
LiRos2 y LiRos3), se observa la existencia de 22 residuos invariables (Fig. 30). Estos 
residuos también están conservados en la única proteína Cdc50 de D. melanogaster 
(CG9947) y en la proteína CHAT-1 de C. elegans. Sin embargo, de entre todos ellos, 
Gly137 y Tyr298 no están conservados en las proteínas Cdc50 de A. thaliana ALIS1, 
ALIS3 y ALIS5 (Fig. 31), incluidas en el análisis porque se ha descrito que las tres 
interaccionan con las P4-ATPasas ALA1, ALA2 Y ALA3 (López-Marqués et al., 2010 
y 2012). Del alineamiento se excluyeron las proteínas Cdc50 de otros tripanosomátidos 
por su proximidad filogenética y porque no se ha realizado con ellos hasta la fecha 
ningun estudio funcional. 
 

Ninguno de estos residuos invariables se habían analizado en los anteriores estudios 
publicados acerca de los residuos implicados en la actividad de proteínas Cdc50 de 
levaduras y mamíferos (Takahashi et al., 2011; Coleman y Molday, 2011; Puts et al., 
2012). Mediante mutagénesis aleatoria, Takahashi et al. estudiaron proteínas Cdc50p 
mutantes capaces de unirse a Drs2p pero funcionalmente defectivas. Por ejemplo, 
identificaron dos residuos que podrían estar implicados en la interacción de Cdc50p con 
Drs2p durante su ciclo de reacción: Pro23 y Thr320. Esta prolina se localiza en el dominio 
N-terminal y está conservada en las proteínas Cdc50 de levaduras y humanos, pero no 
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en las de Leishmania, si bien el residuo Pro8 de LiRos3 se podría corresponder con la 
misma. La treonina 320 está conservada en levaduras y en humanos se corresponde con 
una serina; sin embargo, en LiRos3 se corresponde con Ala320 (Fig. 30). Estos autores 
identificaron además un residuo, Gln71, que no afecta a la interacción de ambas 
proteínas, pero que podría participar en el ciclo de reacción (Takahashi et al., 2011). 
Esta glutamina no está conservada en las proteínas Cdc50 de humanos y Leishmania; 
por ejemplo, en LiRos3 se corresponde con Thr57 (Fig. 30). En otro estudio, Puts et al. 
también emplearon la mutagénesis aleatoria para identificar residuos críticos en la 
interacción de Lem3p con Dnf1p, y comprobaron que también afectaban a la interacción 
con Dnf2p. Estos residuos se encontraron dispersos en diferentes dominios de Lem3p: 
Ala65 se localiza en el dominio N-terminal; Ala83, en el primer segmento 
transmembrana; Ser237, en el lazo extracitosólico; Gly375, en el segundo segmento 
transmembrana, y Ala404, en el dominio C-terminal (Puts et al., 2012). La alanina 65 
está conservada en las proteínas Cdc50 de levaduras y en las proteínas CDC50A y 
CDC50B de humanos, pero en Leishmania solo se encuentra en LiRos1. La alanina 83 
está conservada en LiRos3 (Ala39), pero no en mamíferos. La serina 237 está 
conservada en todas las proteínas Cdc50 de humanos, levaduras y Leishmania, excepto 
en LiRos3 (Ala173). La glicina 375 también está conservada en todas estas proteínas, 
excepto en LiRos1. Por último, la alanina 404 no está conservada en ninguna de las 
proteínas Cdc50 utilizadas en el alineamiento (Fig. 30). 
 

Mediante mutagénesis dirigida, Puts et al. también identificaron dos puentes 
disulfuro situados en el dominio extracitosólico importantes para la función de las 
proteínas Cdc50 de levaduras (Puts et al., 2012). Al eliminar uno de estos puentes 
disulfuro, que está conservado en LiRos3 (Cys146- Cys167) (Fig. 30), se observó un 
fuerte descenso en la actividad flipasa sin que se observase un marcado efecto en la 
afinidad de las proteínas Cdc50 por las P4-ATPasas. En cambio, el otro puente disulfuro 
mostró ser necesario para esta afinidad, pero no para la funcionalidad del complejo 
(Puts et al., 2012). Aunque este puente disulfuro no está conservado en LiRos3, ya que 
las cisteínas están sustituidas por Ile66 y Thr96 (Fig. 30), esta proteína posee otros dos 
residuos de cisteína que probablemente formen un puente disulfuro (Cys190 y Cys208) 
(Fig. 30). 
 

Tres de los residuos invariables identificados en las proteínas Cdc50 de humanos, 
levaduras y Leishmania (Gln16, Gln17 y Leu19) pertenecen al dominio N-terminal, 
mientras que los diecinueve restantes están localizados en el dominio exoplasmático 
(Fig. 32). Para analizar si estos residuos están relacionados con la funcionalidad de 
LiRos3 en el complejo que constituye con LiMT, en esta tesis doctoral se generó un 
grupo de 22 líneas mutantes en las que cada uno de estos residuos invariables se 
sustituyó por un aminoácido con características químicas completamente diferentes 
(sustituciones no conservativas), y otro grupo de 20 líneas mutantes en las que se 
sustituyeron por aminoácidos con características químicas similares (sustituciones 
conservativas). Esta diferencia se debe a que los dos residuos invariables de prolina no 
pueden sustituirse por aminoácidos similares. 
 

Este objetivo se consiguió transfectando los promastigotes ΔLiRos3 con vectores 
de expresión episomales que contenían cada una de las construcciones mutantes de 
LiRos3 generadas por mutagénesis dirigida (Fig. 33A). 
 



 

 

 
Figura 30. Alineamiento de las proteínas de la familia Cdc50 de 
mamíferos. Se muestra el alineamiento de las secuencias completas de proteínas Cdc50 de 
(LiRos3, LiRos2 y LiRos1), levaduras (Lem3p, Cdc50p y Crf1p), human
ratón (Cdc50C). Los recuadros en rojo indican los 22 residuos invariables seleccionados para realizar 
mutaciones dirigidas en esta tesis doctoral, mientras que los recuadros en amarillo indican residuos con 
alto grado de conservación. Las flechas señalan los residuos analizados en anteriores estudios (Takahashi 
et al., 2011; Coleman y Molday, 2011; Puts 
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Figura 30. Alineamiento de las proteínas de la familia Cdc50 de L. infantum
Se muestra el alineamiento de las secuencias completas de proteínas Cdc50 de 

(LiRos3, LiRos2 y LiRos1), levaduras (Lem3p, Cdc50p y Crf1p), humanos (CDC50A y CDC50B) y 
ratón (Cdc50C). Los recuadros en rojo indican los 22 residuos invariables seleccionados para realizar 
mutaciones dirigidas en esta tesis doctoral, mientras que los recuadros en amarillo indican residuos con 

. Las flechas señalan los residuos analizados en anteriores estudios (Takahashi 
., 2011; Coleman y Molday, 2011; Puts et al., 2012) (ver texto para más detalles). 
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Figura 31. Alineamiento de las proteínas Cdc50 de 
melanogaster (CG9947), C. elegans 
Los recuadros en rojo indican los residuos invariables y los recuadros en amarillo indican residuos con 
alto grado de conservación. 
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Alineamiento de las proteínas Cdc50 de L. infantum (LiRos1, LiRos2, LiRos3), 
elegans (CHAT-1) y A. thaliana (ALIS1, ALIS3, ALIS5).

Los recuadros en rojo indican los residuos invariables y los recuadros en amarillo indican residuos con 
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Los recuadros en rojo indican los residuos invariables y los recuadros en amarillo indican residuos con 
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MAPLPPKPHS KNRIEQQQLP HIYARHSPLS VSVVFFILAV AAIPIGVLVI VSRDLTTRLD  60 

FRYDHINSYK FAMGAAGEFA VNFPFNGTMY SSGVKTRLMF SLHQSLTAPV YMQYRLSPFF 120        

QNYRYFTASV DYSQLSGRAS AISKMCAPFR FPGEATGDSV SGYYNPCGAY PWAMFNDSIS 180       

LYRTDGTLIC DGSAFTANGT SLAANNKCVK SGIARPSDVK ERYNPPREIP GNGPMWSAGG 240        

NKSATDPYLR EGYYYKEPGH KIPLSIDEDL IVWLDPAFTS DVTKNYRILN VDLPAGDYYF 300        

EITEQYPTAP YASHKFVQLA TRSWIGGRSH VLGSLLIIMG GTAFIMAVTL LSVKYLIMPV 360   

YTE  

Figura 32. Secuencia deducida en aminoácidos de la proteína LiRos3 de L. infantum. 
En rojo están indicados los residuos invariables de las proteínas Cdc50 de Leishmania, levaduras y 
mamíferos. Con fondo negro se indican los residuos de cisteína probablemente implicados en la 
formación de dos puentes disulfuro. Con fondo verde se indican las asparaginas susceptibles de ser N-
glicosiladas. Con fondo amarillo se indican los motivos conservados en la familia. Con fondo azul se 
representan los dos segmentos transmembrana de la proteína. 
 
 

Antes de llevar a cabo los análisis funcionales de los mutantes de LiRos3, se 
analizó en qué medida afectaban las sustituciones a la expresión de la proteína. El 
análisis mediante Western blot de lisados celulares totales mostró un nivel de expresión 
de estas proteínas mutantes en la mayoría de líneas transfectantes muy parecido al que 
presentó la línea que expresaba la proteína nativa (línea control, denominada 
ΔLiRos3+LiRos3). La variación en el tamaño y en el número de péptidos que mostraron 
algunos transfectantes podría deberse a modificaciones post-traduccionales (Fig. 33B). 
De todos modos, los cambios en los niveles de expresión de LiRos3 podrían no afectar a 
la actividad translocasa de fosfolípidos, ya que la subunidad P4-ATPasa es el factor 
molecular limitante para la actividad de translocación de fosfolípidos, como se ha 
descrito en L. donovani (Pérez-Victoria et al., 2006a). Dicho de otra forma, los niveles 
de expresión de la subunidad beta son superiores a los de la subunidad P4-ATPasa y una 
reducción poco sustancial de los niveles de LiRos3 no debería afectar a los niveles del 
complejo de transporte en la membrana plasmática del parásito, considerando que la 
interacción entre ambas moléculas sería 1:1 (Weingärtner et al., 2010; Azouaoui et al., 
2014). 
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Figura 33. Sustituciones aminoacídicas en LiRos3 y expresión total de las proteínas mutantes. 
(A) Representación esquemática de la proteína LiRos3 en la que se incluyen las mutaciones introducidas 
en los 22 residuos invariables de las proteínas Cdc50 de humanos, levaduras y Leishmania. En primer 
lugar se indican las sustituciones no conservativas y, entre paréntesis, las sustituciones conservativas. 
TM1 y TM2 representan los segmentos transmembrana 1 y 2. (B) Análisis de expresión de las proteínas 
LiRos3 mutantes mediante Western blot. Se realizó con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3 a partir de 
extractos proteicos totales de los promastigotes ΔLiRos3 transfectados con las construcciones mutantes 
de LiRos3 con sustituciones no conservativas (bloque superior) y conservativas (bloque inferior). La línea 
ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se empleó como control. Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina 
para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres 
experimentos. 
 
 

Tras ello, se midió la sensibilidad a MLF en las diferentes líneas mutantes (Fig. 
34A) y, de forma paralela, se determinó la captación de MLF marcada radiactivamente 
([14C]MLF) como prueba de la funcionalidad del complejo de transporte (Fig. 34B). Un 
total de 19 de las 22 líneas de transfectantes con mutaciones no conservativas de LiRos3 
presentaron diferencias estadísticamente significativas en los valores de IC50 comparado 
con el valor que presentaron los promastigotes ΔLiRos3 transfectados con el vector 
episomal que contenía el gen nativo (línea control ΔLiRos3 + LiRos3). Sin embargo, 
algunos de estos mutantes presentaron una sensibilidad a MLF solo 1,5 veces más baja 
respecto a esta línea control. Además, las diferencias en la captación de MLF no fueron 
estadísticamente significativas en todos los casos, por lo que se prestó mayor atención a 
ocho mutantes (Y63D, Y114D, G168V, N176I, D177V, L293S, Y298D y K315M), que 
presentaron una sensibilidad a MLF 6-8 veces inferior con respecto a los promastigotes 
de la línea control ΔLiRos3 + LiRos3 (Fig. 34A). Resulta destacable que tres de estos 
residuos (Gly168, Asn176 y Asp177) forman parte de la secuencia motivo 
PCGLIANSMFNDT, conservada en las proteínas Cdc50 desde humanos a levaduras, 
que había sido descrita previamente y que contiene también una cisteína que participa 
en la formación de un puente disulfuro importante para la actividad flipasa de la P4-
ATPasa asociada (Puts et al., 2012). 
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El descenso en la sensibilidad a MLF se relacionó con la marcada reducción en la 
cantidad de fármaco internalizada por estos ocho mutantes, que fue inferior al 25% 
respecto a los promastigotes salvajes, empleados como control en los ensayos de 
captación de MLF. Este descenso fue especialmente marcado en cuatro líneas (Y63D, 
Y114D, D177V y Y298D), que presentaron una captación de MLF muy parecida a la 
que presentó la línea ΔLiRos3 (aproximadamente un 3-4% de la MLF internalizada por 
los promastigotes de la cepa salvaje; Fig. 34B). 
 

 
 
Figura 34. Caracterización funcional de los promastigotes de L. infantum mutantes para LiRos3. 
(A) Sensibilidad a miltefosina (MLF) y (B) captación de [14C]MLF de los promastigotes ΔLiRos3 
transfectados con las construcciones mutantes de LiRos3 con las sustituciones no conservativas y 
conservativas que aparecen reflejadas en la Figura 33A. La columna LiRos3 se corresponde con la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3. Los ensayos se llevaron a cabo de la manera descrita en la leyenda de la Figura 
29. (A) Los resultados son la media ± S.D. de los valores de IC50 obtenidos en al menos tres experimentos 
independientes. Las líneas discontinuas indican los valores medios de los controles negativo (ΔLiRos3; 
línea superior) y positivo (ΔLiRos3+LiRos3; línea inferior). (B) Los resultados son la media ± S.D. del 
porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) control obtenido en al 
menos tres experimentos independientes. Las líneas discontinuas indican los valores medios de los 
controles negativo (línea inferior) y positivo (línea superior). Las diferencias estadísticamente 
significativas con respecto a la línea ΔLiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test de la t de Student 
(*p < 0,05 y **p < 0,001). 
 
 

Para estudiar con más detalle estos ocho residuos se realizaron otras mutaciones no 
conservativas (Y63K, Y114K, G168D, N176D, D177K, L293K, Y298K y K315D). 
Tras verificar en las nuevas líneas transfectantes la correcta expresión de esta serie 
adicional de proteínas mutantes (Fig. 35A), se procedió a estudiar la sensibilidad a MLF 
y la acumulación del fármaco (Fig. 35B y 35C). De los resultados obtenidos, se puede 
destacar que la línea Y114K a diferencia con la Y114D fue sensible a MLF y presentó 
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una acumulación cercana al 70% respecto a la línea salvaje control. La línea N176D 
presentó una acumulación del 35%, un valor superior al 15% que mostró la línea N176I, 
y una sensibilidad a MLF 3 veces más baja que la línea control ΔLiRos3 + LiRos3. Por 
contra, la línea L293K presentó una acumulación del 4% frente al 22% que mostró la 
línea L293S. La acumulación de la línea G168D fue del 9%, un valor similar al 11% 
que presentaba la línea G168V. Las restantes líneas (Y63K, D177K, Y298K y K315D) 
tuvieron unos valores de acumulación inferiores al 5% y consecuentemente también 
fueron altamente resistentes a MLF, resaltando la importancia de los residuos mutados 
en la formación de un complejo LiMT-LiRos3 funcional. 

 

 
 
Figura 35. Caracterización de otros mutantes LiRos3 en residuos críticos de la proteína. 
Se seleccionaron los ocho residuos cuya mutación no conservativa mostró unos efectos más marcados 
para estudiar el efecto de introducir otras mutaciones no conservativas diferentes. (A) Análisis de las 
proteínas LiRos3 mutantes mediante Western blot. Se realizó con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3 a 
partir de extractos proteicos totales de los promastigotes ΔLiRos3 transfectados con las construcciones 
mutantes de LiRos3. La línea ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se empleó como control. Se utilizó un 
anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado 
representativo de al menos tres experimentos. (B) La sensibilidad a miltefosina (MLF) y (C) la captación 
de [14C]MLF de los mutantes se determinaron de la manera descrita en la leyenda de la Figura 29. Los 
resultados son la media ± S.D. de los valores de IC50 y del porcentaje de MLF internalizada en relación 
con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos tres experimentos independientes. Las 
diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea ΔLiRos3+LiRos3 se determinaron 
mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y **p < 0,001). 
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Cabe destacar que otras sustituciones no conservativas en residuos situados en el 
lazo extracitoplasmático de LiRos3 conllevaron un descenso significativo en la 
captación de MLF, aunque no tan elevado como en los ejemplos anteriores, como se 
observó en las líneas D218V (57% respecto a la línea salvaje) y W273R (64%) (Fig. 
34B). 
 

Para continuar indagando sobre el grado de conservación necesario en cada uno de 
los 22 residuos para mantener la funcionalidad, se generó una serie de líneas 
transfectantes conteniendo mutaciones conservativas en LiRos3. En ellas no se 
observaron unas diferencias tan altas en la funcionalidad del complejo respecto a las 
sustituciones no conservativas, pero cabe destacar que cinco de las sustituciones 
realizadas en los ocho residuos anteriormente comentados (Y63F, N176Q, D177E, 
Y298F y K315R) también suponían un descenso significativo en la captación del 
fármaco (55-77% respecto a la cantidad captada por la línea salvaje) (Fig. 34). La línea 
que menor captación presentó fue la N176Q, con un 55%. El descenso fue también 
significativo en el mutante D218E (75%). De todos modos, en esta serie de 
transfectantes la sensibilidad al fármaco fue similar o presentó un descenso máximo de 
2 veces respecto a la línea control ΔLiRos3+LiRos3, como se observó en las líneas 
N176Q y D177E (Fig. 34). 
 

Un resultado llamativo se obtuvo al realizar una sustitución conservativa en Gln134 
(Q134N), puesto que produjo un descenso significativo en la captación de MLF con 
respecto a la línea mutante no conservativa Q134L (59% en la línea Q134N y 93% en la 
Q134L) (Fig. 34B). La sustitución por un residuo de asparagina introduce en la posición 
134 un sitio de N-glicosilación, lo que explica que en el análisis de expresión se 
observase un incremento en la masa molecular de la proteína Q134N (Fig. 33B), que 
sería probablemente debido a esta glicosilación adicional. 
 

Por otro lado, diferentes mutaciones en los tres residuos invariables de la región N-
terminal de LiRos3 dieron lugar a una alteración significativa de su función. La 
captación de MLF de las líneas Q16L y L19Q fue aproximadamente el 55-60% de la 
que presentó la línea salvaje, aunque el valor de IC50 fue solo 1,5 veces más alto que el 
de la línea ΔLiRos3+LiRos3 (Fig. 34). Estos resultados podrían deberse al hecho de que 
los ensayos de internalización se llevaron a cabo tras 1 h de incubación, mientras que 
los estudios de viabilidad celular se determinaron después de 48 h de incubación, lo que 
implica menores diferencias en los efectos tóxicos debidos al efecto acumulativo del 
fármaco. El fenotipo de resistencia a MLF fue aún más pronunciado en la línea Q17L, 
que mostró un incremento de tres veces en la IC50 con respecto a la línea control 
ΔLiRos3+LiRos3 y aproximadamente un 30% de captación de MLF con respecto a los 
promastigotes de la línea salvaje (Fig. 34). Cuando se realizaron sustituciones 
conservativas en estos tres residuos (Q16N, Q17N, L19V) se observó también un 
descenso significativo en la captación de MLF, aunque menos acusado que el obtenido 
con las sustituciones no conservativas anteriormente citadas (Fig. 34B). 
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IV. Influencia de mutaciones en LiRos3 sobre el tráfico del 
transportador de miltefosina a la membrana plasmática 
 

Las interacciones entre las proteínas Cdc50 y las P4-ATPasas son esenciales para la 
salida del retículo endoplasmático y la estabilidad de ambas subunidades (Kato et al., 
2002; Saito et al., 2004; Chen et al., 2006; Furuta et al., 2007; Poulsen et al., 2008a; 
Bryde et al., 2010; van der Velden et al., 2010b; Coleman y Molday, 2011). Este hecho 
también se ha observado previamente en nuestro laboratorio, habiéndose descrito que 
las proteínas LdMT y LdRos3 de L. donovani dependen la una de la otra para alcanzar 
la membrana plasmática (Pérez-Victoria et al., 2006a). Existe una buena correlación 
entre los niveles de expresión de ambas proteínas en la membrana plasmática, la 
captación de MLF y la consecuente sensibilidad al fármaco (Sánchez-Cañete et al., 
2009). 
 

Como las líneas mutantes con resistencia a MLF parcial o total presentaban niveles 
similares de expresión global de LiRos3 respecto a la línea control ΔLiRos3+LiRos3 
(Figs. 33B, 34A, 35A y 35B), debía de haber otra causa que explicase su menor 
sensibilidad al fármaco. Para determinar si los cambios introducidos en LiRos3 
conllevan alteraciones en el tráfico del complejo hacia la membrana plasmática o si una 
vez ubicado en ella presenta alteraciones en la actividad de transporte, se determinaron 
en estas líneas los niveles de expresión de ambas proteínas en la superficie del parásito. 
Para ello, las proteínas de la superficie del parásito se biotinilaron para su aislamiento y 
proceder mediante Western blot al análisis de los niveles de expresión de LiRos3 y 
LiMT. La línea ΔLiRos3 se usó como control negativo porque la cantidad producida de 
LiMT debería quedarse retenida en el retículo endoplasmático. 
 

En la mayoría de las líneas con alta resistencia a MLF (superior a 100 μM) (Y63D, 
Y114D, G168V, D177V, L293S, Y298D, K315M, Y63K, G168D, D177K, L293K, 
Y298K y K315D) se detectaron niveles muy bajos tanto de LiMT como de LiRos3 a 
nivel de la membrana plasmática (Fig. 36). La única excepción fue la línea N176I, en la 
que se observaron niveles de LiMT y LiRos3 algo mayores, siendo aproximadamente 
un 70-75% más bajos que los de la línea control ΔLiRos3+LiRos3. Inesperadamente, se 
detectaron unos niveles relativamente altos de expresión en la membrana plasmática de 
LiRos3 en los mutantes D177V en contraposición con unos niveles muy bajos de LiMT 
(Fig. 36). 
 

Las mutaciones no conservativas en los tres residuos invariables localizados en el 
dominio citosólico N-terminal (Q16L, Q17L y L19Q), no redujeron significativamente 
la expresión de LiMT en la membrana plasmática (Fig. 36) pero, como ya se ha 
comentado, sí condujeron a un descenso significativo en la captación de MLF (Fig. 
34B). Un fenotipo similar se observó en la línea D218V. En cambio, la línea W273R 
mostró un descenso tanto de la captación de MLF como de la expresión del complejo 
translocasa en la membrana plasmática (Figs. 34B y 36). Otras líneas mutantes con 
sustituciones no conservativas en las que no se observaron cambios en la captación de 
MLF (por ejemplo, G137V, P148A, P166A, F175S, K284M y G296V) expresaron 
niveles similares o incluso superiores de LiMT en la membrana plasmática respecto a la 
línea control ΔLiRos3+LiRos3 (Figs. 34B y 36). 
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Figura 36. Niveles de expresión del complejo LiMT-LiRos3 en la membrana plasmática de los 
mutantes LiRos3 no conservativos. 
(A) Análisis mediante Western blot con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 llevado a cabo sobre 
proteínas biotiniladas procedentes de la membrana plasmática de la mayoría de mutantes LiRos3 no 
conservativos. Se empleó un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteínas de 
superficie. La línea ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se usó como control de expresión. Se muestra un 
resultado representativo de al menos tres experimentos independientes. (B) Expresión normalizada de 
LiMT y LiRos3 en la membrana plasmática (MP) en las líneas mutantes. Los resultados son la media ± 
S.D. de los niveles de expresión relativos LiMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres 
experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y **p < 0,001). 
 
 

El análisis llevado a cabo sobre los mutantes con sustituciones conservativas sobre 
los ocho residuos más relevantes, mostró que los promastigotes transfectados 
presentaban buenos niveles de expresión del complejo LiMT-LiRos3 en la membrana 
plasmática (Fig. 37), aunque se observó en todos ellos un pequeño descenso en la 



Resultados 

 

- 124 - 
 

expresión de LiMT, lo que podría explicar en parte que presentasen menores valores de 
captación de MLF que la línea control (Fig. 34B). Es el caso de los mutantes Q16N, 
Q17N, L19V, Y63F, Q134N, N176Q, D177E, Y298F y K315R, cuya captación de MLF 
oscilaba entre el 55 y el 77% respecto a los promastigotes salvajes. Sin embargo, como 
se describirá con detalle más adelante (Capítulo VI), pudimos comprobar en la línea que 
presentaba un descenso más acusado (N176Q) que esta menor acumulación se puede 
explicar también por un descenso en la actividad de transporte una vez que el complejo 
ha llegado a la membrana plasmática. La mutación N176Q implica adicionalmente la 
pérdida de uno de los sitios de N-glicosilación de la proteína, un aspecto que será 
detallado en el capítulo VIII de esta tesis doctoral. 
 

 
 
Figura 37. Niveles de expresión del complejo LiMT-LiRos3 en la membrana plasmática de los 
mutantes LiRos3 conservativos. 
(A) Análisis mediante Western blot con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 del nivel de proteínas 
biotiniladas procedentes de la membrana plasmática de algunos mutantes LiRos3 conservativos 
representativos. Se empleó un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteínas de 
superficie. La línea ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se usó como control. Se muestra un resultado 
representativo de al menos tres experimentos independientes. (B) Expresión normalizada de LiMT y 
LiRos3 en la membrana plasmática (MP) en las líneas mutantes. Los resultados son la media ± S.D. de los 
niveles de expresión relativos LiMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres experimentos 
independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea control 
ΔLiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y **p < 0,001). 
 
 

V. Influencia de mutaciones en LiRos3 sobre la interacción 
con su subunidad asociada LiMT 
 

Para dilucidar si se veía afectada la interacción entre las subunidades del complejo 
de transporte de MLF en aquellos mutantes en los que el transportador LiMT presentaba 
niveles bajos o imperceptibles de expresión en la membrana plasmática, se realizaron 
ensayos de co-inmunoprecipitación después de transfectar líneas representativas con la 
construcción LiMT-GFP. Con anterioridad se ha descrito que la inclusión de GFP en el 
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extremo carboxilo terminal de LdMT, que es 100% idéntica a LiMT, no interfiere con 
su función (Pérez-Victoria et al., 2006a). 
 

Se analizaron mutaciones no conservativas de los ocho residuos de LiRos3 
relevantes para el tráfico de LiMT a la membrana plasmática (Y63D, Y114, G168V, 
N176I, D177V, L293S, Y298D y K315M). En primer lugar se observó que estas líneas 
presentaban una menor expresión total tanto de la proteína endógena LiMT como de la 
construcción quimérica LiMT-GFP en relación con la línea control 
ΔLiRos3+LiRos3+LiMT-GFP (Fig. 38A). Por ello, en los ensayos de co-
inmunoprecipitación realizados con estas líneas fue necesario partir de un número de 
promastigotes muy superior al de la línea control, para conseguir así partir de una 
cantidad similar de proteína LiMT-GFP, que es la que se queda retenida en las bolitas 
magnéticas marcadas con anti-GFP utilizadas en estos ensayos. Para comprobar la 
especificidad de la co-inmunoprecipitación, se emplearon como control negativo los 
promastigotes ΔLiRos3+LiRos3 sin transfectar con la construcción LiMT-GFP. Tras 
incubar los lisados celulares con las bolitas anti-GFP y analizar mediante Western blot 
las proteínas que quedaban retenidas a ellas, pudo comprobarse que en estos ocho 
mutantes existe un importante defecto en la interacción entre LiMT y LiRos3, puesto 
que en el eluido no se detectaron las proteínas LiRos3 mutantes o se detectó una 
cantidad muy inferior respecto a la línea control (Fig. 38B). 

 

 
 
Figura 38. Expresión de LiMT en los mutantes con defecto en el tráfico del complejo y ensayos de 
co-inmunoprecipitación del complejo. 
(A) Análisis mediante Western blot de la expresión de las proteínas LiMT y LiMT-GFP en las líneas 
transfectadas con la construcción LiMT-GFP. Se realizó sobre extractos proteicos totales utilizando un 
anticuerpo policlonal anti-LdMT. La línea ΔLiRos3+LiRos3+LiMT-GFP (LiRos3) se empleó como 
control. Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Se 
muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos. (B) Co-inmunoprecipitación de 
LiMT-GFP y LiRos3. Los lisados celulares se incubaron con bolitas magnéticas marcadas con un 
anticuerpo anti-GFP y el eluido de las proteínas que quedaron retenidas se analizó mediante Western blot. 
Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3. La línea ΔLiRos3+LiRos3 no 
transfectada con LiMT-GFP (LiRos3 en el primer carril) se empleó como control negativo (-) y la línea 
ΔLiRos3+LiRos3 transfectada con LiMT-GFP (LiRos3 en el segundo carril) como control positivo (+). 
Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos. 
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VI. Actividad de transporte de los mutantes Q16L, Q17L, 
L19Q, D218V y N176Q 
 

Anteriores estudios realizados con el complejo ATP8A2-CDC50A de células de 
mamíferos han sugerido que el dominio citoplasmático N-terminal de las proteínas 
Cdc50 podría llevar a cabo un papel directo durante el ciclo de reacción de su P4-
ATPasa asociada (Coleman y Molday, 2011). Como se ha comentado anteriormente, las 
mutaciones no conservativas realizadas en esta tesis doctoral en tres residuos del 
dominio N-terminal de LiRos3 (Gln16, Gln17 y Leu19), así como las mutaciones D218V 
y N176Q, realizadas sobre residuos situados en el dominio extracitoplasmático, suponen 
un importante descenso en la captación de MLF (30-60% respecto a los promastigotes 
salvajes) (Fig. 34B) sin que se reduzca la expresión de LiMT en la membrana 
plasmática de manera significativa (Fig. 36). Debido a esto, se planteó la posibilidad de 
realizar un estudio cinético de la actividad flipasa del complejo en formas promastigotas 
intactas. 
 

Este estudio no es posible realizarlo con el empleo de [14C]MLF, porque se 
alcanzan concentraciones tóxicas para los promastigotes antes de llegar a la saturación 
de la enzima (Sánchez-Cañete et al., 2009). Sin embargo, sí se puede llevar a cabo a 
partir de medidas de acumulación de análogos fluorescentes de cadena corta de 
fosfolípidos como fosfatidilcolina (NBD-PC) y fosfatidiletanolamina (NBD-PE), 
compuestos que son sustratos del transportador de MLF de Leishmania (Pérez-Victoria 
et al., 2003b). Medir la translocación de fosfolípidos naturales no es una tarea sencilla, 
puesto que las P4-ATPasas se encuentran en las membranas celulares, que están 
constituidas principalmente por su propio sustrato (fosfolípidos). Por ello, en la mayoría 
de los estudios realizados en diversos modelos celulares, la actividad translocasa de 
fosfolípidos se determina usando análogos fluorescentes de fosfolípidos (López-
Marqués et al., 2015). 
 

En primer lugar, para comprobar si las modificaciones introducidas en LiRos3, 
además del efecto sobre la captación de MLF, tenían también algún efecto sobre la 
translocación de PC y PE, se determinó la cantidad incorporada de NBD-PC y NBD-PE 
por cuatro líneas mutantes representativas durante 30 min, observándose una relación 
directa entre la reducción en la captación de MLF y estos compuestos (Fig. 39). Las 
diferencias de acumulación entre los promastigotes salvajes y la línea ΔLiRos3 fueron 
mayores con el empleo de NBD-PC que con el de NBD-PE, al igual que se había 
observado en la línea ΔLdRos3 de L. donovani (Weingärtner et al., 2010). 
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Figura 40. Actividad flipasa de promastigotes de L. infantum en presencia de proteínas LiRos3 
mutantes. 
La captación de diferentes concentraciones de NBD-PC se realizó sobre las líneas mutantes (A) Q16L, 
Q17L, L19Q, (B) D218V y (C) N176Q, durante 8 min mediante citometría de flujo como se describe en 
Materiales y Métodos. Los datos representan el porcentaje respecto a la Vmax de la línea control 
ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) ± S.D. obtenido en tres experimentos independientes. 
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Tabla 4. Análisis de la actividad flipasa de los mutantes Q16L, Q17L, 
L19Q, D218V y N176Q 
Línea Vmax 

(% de LiRos3) 
KM  para 

NBD-PC (μM) 

LiRos3 100 1,1 ± 0,1 
Q16L 35 ± 2 0,7 ± 0,1 (1,6 x ↓) 
Q17L 29 ± 2 1,4 ± 0,4 (1,3 x ↑) 
L19Q 31 ± 1 1,0 ± 0,2 (1,1 x ↓) 
D218V 43 ± 4 1,7 ± 0,4 (1,5 x ↑) 
N176Q 34 ± 3 1,2 ± 0,2 (1,1 x ↑) 
 

Se muestran los valores de la velocidad máxima aparente de transporte (Vmax) y la constante 
aparente KM, obtenidos a partir de los datos mostrados en la Figura 40. Entre paréntesis se 
muestra el descenso relativo respecto a la línea control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3). Los 
resultados son la media ± S.D. de tres experimentos independientes. 
 
 
 

VII. Caracterización adicional del dominio N-terminal de 
LiRos3 
 

Una vez comprobada la importancia que tienen determinados residuos situados en 
el extremo amino terminal de LiRos3 para la actividad flipasa del complejo LiMT-
LiRos3, se procedió a realizar una caracterización más detallada de este dominio de la 
proteína. En primer lugar, se realizaron mutaciones múltiples no conservativas en los 
residuos anteriormente identificados. Para ello, se generaron los mutantes dobles 
Q16L+Q17L, Q16L+L19Q y Q17L+L19Q, así como el mutante triple 
Q16L+Q17L+L19Q. 
 

En comparación con la línea ΔLiRos3+LiRos3, se observó que todos estos 
mutantes múltiples presentaban un incremento en la resistencia a MLF así como un 
descenso significativo en la captación de MLF (Figs. 41A y 41B). La línea Q16L+L19Q 
fue la que presentó un fenotipo más acentuado, puesto que la acumulación de MLF fue 
de un 17% en relación con los promastigotes salvajes. Esto sugiere un efecto aditivo de 
las mutaciones Q16L y L19Q, puesto que los mutantes simples presentaban una 
acumulación del 60% y 55%, respectivamente. Por el contrario, todos los mutantes 
múltiples que contenían la mutación Q17L presentaron una acumulación cercana al 
30%, la misma cantidad que se había observado en la línea mutante simple Q17L (Fig. 
41B). No se observaron grandes diferencias de expresión de estas proteínas mutantes ni 
a nivel global ni a nivel de la membrana plasmática (Fig. 41C). Del mismo modo a lo 
observado en los mutantes simples, estas líneas presentaron una fuerte reducción en la 
actividad flipasa, más marcada en las líneas mutantes dobles Q16L+Q17L y 
Q16L+L19Q, cuya Vmax aparente se situó en torno al 20% de la mostrada por la línea 
control. Por otro lado, todas las líneas que contenían la mutación Q16L presentaron un 
descenso en la KM aparente para NBD-PC, llegando a ser de 2,2 veces en la línea 
Q16L+Q17L+L19Q (Fig. 41D; Tabla 5). 
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Figura 41. Caracterización de mutantes múltiples en el dominio N-terminal de LiRos3. 
(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) y (B) la captación de [14C]MLF se determinaron de la manera 
descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media ± S.D. de los valores de IC50 y del 
porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos 
tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y **p < 
0,001). (C) Análisis de la expresión proteica mediante Western blot. Los niveles de expresión total de 
LiRos3 se determinaron a partir de extractos proteicos totales con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3. 
Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Los niveles de 
expresión en la membrana plasmática se determinaron a partir de proteínas biotiniladas de la manera 
descrita en Materiales y Métodos. Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3. Para 
el control de carga de proteínas de superficie se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-gp63. En ambos 
análisis, la línea ΔLiRos3+LiRos3 se empleó como control. Se muestra un resultado representativo de al 
menos tres experimentos. (D) Ensayos de actividad flipasa. La captación de diferentes concentraciones de 
NBD-PC durante 8 min se determinó por citometría de flujo como se describe en Materiales y Métodos. 
Los datos representan el porcentaje respecto a la Vmax de la línea control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) ± 
S.D. obtenido en tres experimentos independientes. 
 
Tabla 5. Análisis de la actividad flipasa de los mutantes múltiples en el 
dominio N terminal de LiRos3 y de la línea I14D 
Línea Vmax 

(% de LiRos3) 
KM  para 

NBD-PC (μM) 

LiRos3 100 1,1 ± 0,1 
Q16L+Q17L 21 ± 1 0,7 ± 0,2 (1,6 x ↓) 
Q16L+L19Q 19 ± 1 0,6 ± 0,2 (1,8 x ↓) 
Q17L+L19Q 30 ± 3 1,2 ± 0,4 (1,1 x ↑) 
Q16L+Q17L+L19Q 37 ± 2 0,5 ± 0,1 (2,2 x ↓) 
I14D 31 ± 2 1,0 ± 0,2 (1,1 x ↓) 
 

Se muestran los valores de la velocidad máxima aparente de transporte (Vmax) y la constante 
aparente KM, obtenidos a partir de los datos mostrados en las Figuras 41D y 43D. Entre 
paréntesis se muestra el descenso relativo respecto a la línea control ΔLiRos3+LiRos3 
(LiRos3). Los resultados son la media ± S.D. de tres experimentos independientes. 
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Por otro lado, se intentaron identificar otros residuos del dominio amino terminal de 
LiRos3 que pudieran ser importantes para su función. Para ello, se seleccionaron los 
residuos Ile14 y Ser27 para realizar mutaciones no conservativas. El residuo Ile14 no es 
invariable entre las proteínas Cdc50 de Leishmania, levaduras y humanos, pero esta 
posición se encuentra conservada por los residuos hidrófobos Leu y Phe. Por su parte, el 
residuo Ser27 cuenta con un alto grado de conservación, puesto que en todos los 
miembros de la familia Cdc50 aparece Ser o Thr en esta posición (Fig. 42). 
 

 
 
Figura 42. Alineamiento del dominio N-terminal de las proteínas Cdc50 de L. infantum, levaduras y 
mamíferos. 
Se muestra el alineamiento del dominio N-terminal de las proteínas Cdc50 de L. infantum (LiRos3, 
LiRos2 y LiRos1), levaduras (Lem3p, Cdc50p y Crf1p), humanos (CDC50A y CDC50B) y ratón 
(Cdc50C). Se han suprimido en el alineamiento los 100 primeros residuos de la proteína LiRos2. Los 
recuadros en rojo indican los 3 residuos invariables, mientras que el recuadro en amarillo indica un 
residuo con alto grado de conservación. Las flechas indican los residuos que han sido mutados en esta 
tesis doctoral. 
 
 

La mutación I14D generó promastigotes con una IC50 frente a MLF tres veces 
mayor que la línea control ΔLiRos3+LiRos3 (Fig. 43A). Esto se debió a un fuerte 
descenso en la acumulación de MLF (20% de la cantidad acumulada por los 
promastigotes salvajes) (Fig. 43B), mayor incluso que el que habían mostrado las líneas 
Q16L, Q17L y L19Q, y solo superado por la línea mutante doble Q16L+L19Q. Por el 
contrario, las dos mutaciones no conservativas realizadas en el residuo Ser27 (S27K y 
S27L) solo produjeron un leve descenso en la captación de MLF sin que se viese 
afectada la sensibilidad de los promastigotes al fármaco (Figs. 43A y 43B). Debido a 
ello, los ensayos de biotinilación y de actividad flipasa solo se llevaron a cabo en la 
línea I14D, mostrando que, al igual que sucedía en los otros mutantes analizados del 
dominio N terminal, no existía defecto en el tráfico del complejo a la membrana 
plasmática (Fig. 43C), pero sí un descenso en la actividad flipasa (31% respecto a la 
línea control ΔLiRos3+LiRos3), sin grandes diferencias en la afinidad por el sustrato 
NBD-PC (Fig. 43D; Tabla 5). 
 
 

 



Resultados 

 

- 132 - 
 

 
 
Figura 43. Caracterización de las líneas mutantes I14D, S27K y S27L. 
(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) y (B) la captación de [14C]MLF se determinaron de la manera 
descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media ± S.D. de los valores de IC50 y del 
porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos 
tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y **p < 
0,001). (C) Análisis de la expresión proteica mediante Western blot. Los niveles de expresión total de 
LiRos3 se determinaron a partir de extractos proteicos totales con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3. 
Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Los niveles de 
expresión en la membrana plasmática se determinaron a partir de proteínas biotiniladas de la manera 
descrita en Materiales y Métodos. Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3. Para 
el control de carga de proteínas de superficie se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-gp63. En ambos 
análisis, la línea ΔLiRos3+LiRos3 se empleó como control. Se muestra un resultado representativo de al 
menos tres experimentos. (D) Actividad flipasa de la línea I14D. La captación de diferentes 
concentraciones de NBD-PC durante 8 min se determinó por citometría de flujo como se describe en 
Materiales y Métodos. Los datos representan el porcentaje respecto a la Vmax de la línea control 
ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) ± S.D. obtenido en tres experimentos independientes. 
 
 

  



Resultados 

 

- 133 - 
 

VIII. Efecto de la tasa de glicosilación de LiRos3 sobre su 
función 
 

Las proteínas pertenecientes a la familia Cdc50 están normalmente N-glicosiladas. 
En células de mamíferos se ha descrito que esta glicosilación es necesaria para la 
expresión estable del complejo ATP8A2-CDC50A (Coleman y Molday, 2011). Sin 
embargo, se cree que no es necesaria para que se lleve a cabo el ciclo de fosforilación de 
las P4-ATPasas asociadas (Coleman y Molday, 2011; Jacquot et al., 2012). 
 

LiRos3 también se encuentra N-glicosilada, lo que explica que el tamaño de la 
proteína cuando se analiza mediante Western blot sea de unos 44 kDa, superior a su 
peso molecular estimado, que es de 40,3 kDa. Otro de los objetivos que se marcaron 
para esta tesis doctoral fue investigar el fenotipo que aparece al suprimir la N-
glicosilación de LiRos3. Esta proteína tiene cuatro posibles sitios de N-glicosilación, tal 
y como predice el servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 
(Fig. 32). Para estudiar si realmente todos estos sitios son N-glicosilados y para 
determinar cuál es el efecto de estas modificaciones se construyeron variantes de 
LiRos3 en las que se eliminaron las secuencias consenso para la N-glicosilación (Asn-
X-Ser/Thr), obteniéndose mutantes simples y múltiples en los que se realizaron 
mutaciones conservativas que consistían en sustituir las asparaginas por glutaminas. Los 
promastigotes ΔLiRos3 se transfectaron con los plásmidos que codificaban estas 
proteínas mutantes y, en primer lugar, se analizó su expresión mediante Western blot. 
Los mutantes simples que carecían de uno de los sitios de N-glicosilación (N86Q, 
N176Q, N198Q y N241Q), así como los mutantes múltiples ΔN3 (N86Q + N198Q + 
N241Q) y ΔN4 (N86Q + N176Q + N198Q + N241Q) mostraron niveles normales de 
expresión de la proteína mutante, exceptuando la línea N176Q, cuya expresión se redujo 
(Fig. 44A). Como se esperaba, cuando todas estas proteínas se sometieron a un 
tratamiento con PNGasa F para eliminar los azúcares de estas proteínas N-glicosiladas, 
la movilidad aparente descendió hasta los 40 kDa, que es la masa molecular teórica de 
LiRos3. El mutante ΔN4 presentó una masa molecular aparente de 40 kDa sin 
tratamiento con PNGasa F, tamaño que no se modificó tras el tratamiento con esta 
enzima (Fig. 44B), lo que confirmó que todas las secuencias consenso para la N-
glicosilación se habían eliminado en esta proteína. 
 

Se llevaron a cabo ensayos de captación de MLF y de sensibilidad al fármaco en 
todas las líneas transfectantes. Aunque los mutantes simples y el mutante múltiple ΔN3 
fueron capaces de internalizar entre un 55 y un 100% de la cantidad internalizada por 
los promastigotes salvajes, el mutante ΔN4 fue completamente resistente al fármaco e 
incapaz de internalizarlo (Figs. 44C y 44D). 
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Figura 44. Expresión y caracterización funcional de los mutantes de LiRos3 en los sitios de N-
glicosilación. 
(A) Análisis mediante Western blot de los niveles de expresión total de las proteínas LiRos3 mutadas con 
un anticuerpo anti-LdRos3. Se realizó a partir de extractos proteicos totales de los promastigotes ΔLiRos3 
transfectados con las construcciones mutantes de LiRos3 en los sitios de N-glicosilación. La línea 
ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se empleó como control. Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina 
para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres 
experimentos. (B) Los extractos proteicos anteriormente descritos se trataron con la enzima PNGasaF 
como se detalla en Materiales y Métodos, y se analizaron mediante Western blot con un anticuerpo anti-
LdRos3. (C) La sensibilidad a miltefosina (MLF) y (D) la captación de [14C]MLF se determinaron de la 
manera descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media ± S.D. de los valores de IC50 y 
del porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al 
menos tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la 
línea control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y 
** p < 0,001). 
 
 

Se realizaron ensayos de biotinilación sobre todos los mutantes en los sitios de 
glicosilación, observando que LiRos3 siempre era capaz de alcanzar la membrana 
plasmática con independencia de su estado N-glicosilado. Por su parte, LiMT se detectó 
en la membrana plasmática de todas las líneas, exceptuando la línea completamente N-
desglicosilada ΔN4 (Fig. 45), un resultado consistente con los valores de captación de 
MLF obtenidos. 
 



 

 

Figura 45.  Niveles de expresión del complejo LiMT
mutantes LiRos3 en los sitios de N
(A) Análisis mediante Western blot con anticuerpos anti
biotiniladas procedentes de la membrana plasmática de los mutantes LiRos3 en los sitios de N
glicosilación. Se empleó un anticuerpo monoclonal anti
superficie. La línea ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se us
representativo de al menos tres experimentos independientes. (
LiRos3 en la membrana plasmática (M
niveles de expresión relativos LiMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres experimentos 
independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea co
ΔLiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test de la 
 
 

La línea ΔN4 se transfectó entonces con la construcción LiMT
existe interacción entre ambas subunidades. Al igual que sucede co
no conservativas en las que LiMT
observó que los parásitos cotransfectados con las construcciones 
expresan menor cantidad total tanto de LiMT como de LiMT
ensayos de co-inmunoprecipitación mostraron que LiMT no interacciona con LiRos3 
cuando se encuentra totalmente desglicosilada (Fig. 46B).

Figura 46. Expresión de LiMT y ensayo de co
ΔN4. 
(A) Análisis mediante Western blot de las proteínas LiMT y LiMT
la construcción LiMT-GFP. Se realizó con un anticuerpo policlonal anti
proteicos totales. La línea ΔLiRos3+LiRos3+LiMT
anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado 
representativo de al menos tres experimentos. (
lisados celulares se incubaron con bolitas magnéticas marcadas con un anticuerpo anti
las proteínas que quedaron retenidas se analizó mediante Western blot. Se emplearon anticuerpos 
policlonales anti-LdMT y anti-
(LiRos3 en el primer carril) se empleó como control negativo (
con LiMT-GFP (LiRos3 en el segundo carril
representativo de al menos tres experi
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Niveles de expresión del complejo LiMT-LiRos3 en la membrana 
mutantes LiRos3 en los sitios de N-glicosilación. 

) Análisis mediante Western blot con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 del nivel de proteínas 
biotiniladas procedentes de la membrana plasmática de los mutantes LiRos3 en los sitios de N
glicosilación. Se empleó un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteínas de 

LiRos3+LiRos3 (LiRos3) se usó como control. Se muestra un resultado 
representativo de al menos tres experimentos independientes. (B) Expresión normalizada de LiMT y 
LiRos3 en la membrana plasmática (MP) en las líneas mutantes. Los resultados son la media ± S.D. de los 
niveles de expresión relativos LiMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres experimentos 

Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea co
LiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test de la t de Student (*p < 0,05 y **p 

se transfectó entonces con la construcción LiMT-GFP para estudiar si 
existe interacción entre ambas subunidades. Al igual que sucede con las 
no conservativas en las que LiMT no llega a la membrana plasmática (Fig. 38), se 
observó que los parásitos cotransfectados con las construcciones ΔN4
expresan menor cantidad total tanto de LiMT como de LiMT-GFP (Fig. 46A). 

inmunoprecipitación mostraron que LiMT no interacciona con LiRos3 
cuando se encuentra totalmente desglicosilada (Fig. 46B). 

 

 
Figura 46. Expresión de LiMT y ensayo de co-inmunoprecipitación del complejo en el mutante 

) Análisis mediante Western blot de las proteínas LiMT y LiMT-GFP en la línea ΔN4
Se realizó con un anticuerpo policlonal anti-LdMT a partir de extractos 

LiRos3+LiRos3+LiMT-GFP (LiRos3) se empleó como control.
tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado 

representativo de al menos tres experimentos. (B) Co-inmunoprecipitación de LiMT-
s se incubaron con bolitas magnéticas marcadas con un anticuerpo anti

las proteínas que quedaron retenidas se analizó mediante Western blot. Se emplearon anticuerpos 
-LdRos3. La línea ΔLiRos3+LiRos3 no transfectada con LiMT

se empleó como control negativo (-) y la línea ΔLiRos3+LiRos3 transfectada 
el segundo carril) como control positivo (+). Se muestra un resultado 

representativo de al menos tres experimentos. 
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En otro orden de cosas, la línea N176Q destaca por ser la que menos MLF acumuló 
de entre todas las líneas mutantes simples en los sitios de N
comentó anteriormente, por presentar un importante descenso en la actividad 
NBD-PC sin que el tráfico del complejo se vea afectado de manera significativa. Para 
comprobar si el descenso en la acumulación de MLF se debía a la pérdida del residuo 
Asn176 o a la pérdida de la N
presenta una mutación con la que se consigue suprimir la N
de sustituir el residuo Asn176

de la proteína mutante S178A se redujo con respecto a la proteína nat
Esta línea mostró una acumulación de MLF cercana al 70% respecto a la línea salvaje, 
una cantidad intermedia entre la que presentan la línea control 
y la línea N176Q (55%), pero suficiente para que los promastigotes fue
fármaco (Figs. 47B y 47C).
 

 
Figura 47. Caracterización de la línea mutante S178A.
(A) Análisis mediante Western blot de los niveles de expresión total de la proteína LiRos3 mutante 
S178A con un anticuerpo anti
promastigotes ΔLiRos3 transfectados con la construcci
N176Q se emplearon como control. Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti
carga de proteínas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos.
sensibilidad a miltefosina (MLF) y (
en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media ± 
de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos tres 
experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) 
0,001). 
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En otro orden de cosas, la línea N176Q destaca por ser la que menos MLF acumuló 
de entre todas las líneas mutantes simples en los sitios de N-glicosilación y, como se 
comentó anteriormente, por presentar un importante descenso en la actividad 

PC sin que el tráfico del complejo se vea afectado de manera significativa. Para 
comprobar si el descenso en la acumulación de MLF se debía a la pérdida del residuo 

o a la pérdida de la N-glicosilación, se generó la línea S178A, en la
presenta una mutación con la que se consigue suprimir la N-glicosilación sin necesidad 

176. Al igual que sucede con la proteína N176Q, la expresión 
de la proteína mutante S178A se redujo con respecto a la proteína nat
Esta línea mostró una acumulación de MLF cercana al 70% respecto a la línea salvaje, 
una cantidad intermedia entre la que presentan la línea control ΔLiRos3+LiRos3 (92%) 
y la línea N176Q (55%), pero suficiente para que los promastigotes fue
fármaco (Figs. 47B y 47C). 

Figura 47. Caracterización de la línea mutante S178A. 
) Análisis mediante Western blot de los niveles de expresión total de la proteína LiRos3 mutante 

S178A con un anticuerpo anti-LdRos3. Se realizó a partir de extractos proteicos totales de los 
LiRos3 transfectados con la construcción S178A. Las líneas ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) y 

N176Q se emplearon como control. Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de 
proteínas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos.

a miltefosina (MLF) y (C) la captación de [14C]MLF se determinaron de la manera 
. Los resultados son la media ± S.D. de los valores de IC

de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos tres 
experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea 

s3 (LiRos3) se determinaron mediante el test de la t de Student

 

En otro orden de cosas, la línea N176Q destaca por ser la que menos MLF acumuló 
glicosilación y, como se 

comentó anteriormente, por presentar un importante descenso en la actividad flipasa de 
PC sin que el tráfico del complejo se vea afectado de manera significativa. Para 

comprobar si el descenso en la acumulación de MLF se debía a la pérdida del residuo 
glicosilación, se generó la línea S178A, en la que LiRos3 
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IX. Caracterización funcional de las proteínas LiRos3 
truncadas y de las proteínas Cdc50 quiméricas 
 

Como se comentó en la introducción, las proteínas Cdc50 son exclusivas de los 
organismos eucariotas y poseen diferentes dominios que están ampliamente 
conservados. Estas proteínas están compuestas por dos regiones transmembrana 
separadas por un dominio exoplasmático relativamente grande y por dos colas dirigidas 
al citoplasma en los extremos N- y C- terminal. 
 

Estudios llevados a cabo en células de mamíferos indican que los dominios 
transmembrana y exocitoplasmáticos de CDC50A son necesarios para el correcto 
plegamiento, ensamblaje y función del complejo ATP8A2-CDC50A (Coleman y 
Molday, 2011). Más concretamente, en levaduras se ha observado que una 
conformación precisa del dominio exocitoplasmático de las proteínas Cdc50 es la 
responsable de la especificidad en la unión a las P4-ATPasas (Puts et al., 2012). Por 
otro lado, y como ya se ha comentado, el dominio citoplasmático N-terminal de las 
proteínas Cdc50 podría participar en el ciclo de reacción de su P4-ATPasa asociada 
(Coleman y Molday, 2011). 
 

En esta tesis doctoral, para determinar las partes de LiRos3 que interaccionan con la 
P4-ATPasa (LiMT) y que son importantes en la formación de un complejo funcional, se 
usaron varias proteínas quiméricas obtenidas a partir de los tres genes de L. infantum 
pertenecientes a la familia Cdc50, denominados LiRos1, LiRos2 y LiRos3. Con 
anterioridad, en nuestro laboratorio se ha descrito que LdRos1 y LdRos2 (proteínas 
ortólogas de LiRos1 y LiRos2 en L. donovani, respectivamente) son incapaces de 
reemplazar la función de LdRos3 (Pérez-Victoria et al., 2006a). De hecho, tras llevar a 
cabo ensayos de co-inmunoprecipitación y posterior análisis por espectrometría de 
masas, no se ha detectado asociación de LdMT con estas dos proteínas Cdc50 
(Weingärtner et al., 2010). Las dos proteínas no están caracterizadas y su identidad con 
LiRos3 es aproximadamente del 30%, como ya se ha comentado (Tabla 3). 
 

Tras realizar un alineamiento de las tres proteínas y un análisis de homología entre 
los diferentes dominios de LiRos3 respecto a LiRos1 y LiRos2 (Fig. 48; Tabla 6) se 
observó que el lazo extracitosólico de estas proteínas, que es el dominio de mayor 
tamaño, presenta una identidad en torno al 30% y una similitud próxima al 50%. Los 
dos dominios transmembrana poseen un porcentaje de identidad por debajo del 15% con 
LiRos1 y del 30-45% con LiRos2, siendo similares en un 62-67% para el primer 
transmembrana y en un 48-76% para el segundo. La identidad de los dominios 
citosólicos amino y carboxilo terminal es muy baja, especialmente en el caso del 
carboxilo terminal (0% con LiRos1 y 1,3 con LiRos2); además, en el caso de LiRos2 el 
tamaño de estos dominios es mucho mayor. De entre estos dominios citosólicos, el 
amino terminal de LiRos1 es el que presenta mayor homología con el de LiRos3, con 
una similitud del 38%. 
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Figura 48. Alineamiento de las proteínas Cdc50 de 
Se muestra el alineamiento de la secuencia completa de las proteínas Cdc50 de 
LiRos1 y LiRos2, (B) LiRos3 y LiRos1, y (
residuos invariables, mientras que los recuadros en amarillo indican residuos con alto grado de 
conservación. Se han resaltado los 
 
 

Tabla 6. Homología de los dominios de LiRos3 con los 
correspondientes dominios de LiRos1 y LiRos2
 

Dominio 

Amino terminal  
Primer transmembrana
Lazo extracitosólico
Segundo transmembrana
Carboxilo terminal

%I, porcentaje de identidad; %S, porcentaje de similitud.
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Figura 48. Alineamiento de las proteínas Cdc50 de L. infantum. 
Se muestra el alineamiento de la secuencia completa de las proteínas Cdc50 de L. infantum

) LiRos3 y LiRos1, y (C) LiRos3 y LiRos2. Los recuadros en rojo indican
residuos invariables, mientras que los recuadros en amarillo indican residuos con alto grado de 
conservación. Se han resaltado los dos segmentos transmembrana (TM) de estas proteínas.

. Homología de los dominios de LiRos3 con los 
tes dominios de LiRos1 y LiRos2 

%I (%S) 

LiRos1 LiRos2 

 20,6 (38,2) 6,8 (10,9) 

Primer transmembrana 14,3 (61,9) 33,3 (66,6) 

extracitosólico 32,8 (48,8) 30,5 (47,7) 

Segundo transmembrana 9,5 (47,6) 42,9 (76,2) 

Carboxilo terminal  0 (15,0) 1,3 (2,6) 
 

%I, porcentaje de identidad; %S, porcentaje de similitud. 
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L. infantum: (A) LiRos3, 
) LiRos3 y LiRos2. Los recuadros en rojo indican los 

residuos invariables, mientras que los recuadros en amarillo indican residuos con alto grado de 
de estas proteínas. 

. Homología de los dominios de LiRos3 con los 
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Para estudiar la localización de las proteínas LiRos1 y LiRos2 mediante 
microscopía confocal, se generaron proteínas de fusión a GFP que se expresaron en 
promastigotes salvajes de L. infantum
observó que tanto LiRos1 como LiRos2 co
chaperona BiP en el retículo endoplasmático (Figs. 49A y 49C). Por otro lado, también 
se observó una co-localización parcial con la mitocondria de los promastigotes, que fue 
marcada con la sonda MitoTracker Red (Figs. 49B y 49D).
 

 
Figura 49. Localización de LiRos1
promastigotes de L. infantum. 
Se muestran imágenes obtenidas mediante microscopía confocal de promastigotes transfectados con las 
construcciones LiRos1-GFP (A 
proteína de fusión GFP se muestra en la columna de la izquierda. (
endoplasmático se llevó a cabo un análisis mediante inmunof
en Materiales y Métodos usando un anticuerpo anti
promastigotes se incubaron a 28ºC con MitoTracker Red 50 nM durante 30 min. Las imágenes de la 
tercera columna (merge) se obtuvieron superponiendo las imágenes de las dos primeras columnas. El 
color amarillo indica la co-localización de LiRos1 o LiRos2 con los marcadores de retículo 
endoplasmástico o mitocondria. Se seleccionó una imagen representativa de cada 
barra blanca indica una longitud de 5 
 
 

Las proteínas quiméricas estudiadas en esta tesis doctoral se generaron por 
ingeniería genética reemplazando diferentes dominios de LiRos3 por l
correspondientes dominios de LiRos1 o LiRos2. También se obtuvieron dos formas 
truncadas de LiRos3, en las que se eliminaron los dominios citosólicos amino o 
carboxilo terminal (Fig. 50A). De esta manera, se intentó determinar el papel de cada 
dominio en el tráfico de la proteína funcional LiMT hacia la membrana plasmática.
 

Una vez transfectados los promastigotes 
expresión de todas las proteínas quiméricas se verificó mediante Western blot a partir de 
lisados totales celulares, usando anticuerpos anti
que contenían intacto el segmento extracelular de LiRos3. En el caso de la
L1R3 y L2R3, las cuales contienen respectivamente el lazo de LiRos1 y LiRos2,  fue 
necesario usar los anticuerpos anti
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Para estudiar la localización de las proteínas LiRos1 y LiRos2 mediante 
microscopía confocal, se generaron proteínas de fusión a GFP que se expresaron en 

L. infantum. En ensayos de inmunofluorescencia indirecta se 
o LiRos1 como LiRos2 co-localizan principalmente con la proteína 

chaperona BiP en el retículo endoplasmático (Figs. 49A y 49C). Por otro lado, también 
localización parcial con la mitocondria de los promastigotes, que fue 

nda MitoTracker Red (Figs. 49B y 49D). 

Figura 49. Localización de LiRos1-GFP y LiRos2-GFP en orgánulos intracelulares de 
 

Se muestran imágenes obtenidas mediante microscopía confocal de promastigotes transfectados con las 
 y B) y LiRos2-GFP (C y D). La fluorescencia verde asociada con la 

proteína de fusión GFP se muestra en la columna de la izquierda. (A y C) Para el marcaje del retículo 
endoplasmático se llevó a cabo un análisis mediante inmunofluorescencia indirecta de la manera descrita 

y Métodos usando un anticuerpo anti-BiP. (B  y D) Para el marcaje de la mitocondri
promastigotes se incubaron a 28ºC con MitoTracker Red 50 nM durante 30 min. Las imágenes de la 

) se obtuvieron superponiendo las imágenes de las dos primeras columnas. El 
localización de LiRos1 o LiRos2 con los marcadores de retículo 

endoplasmástico o mitocondria. Se seleccionó una imagen representativa de cada línea transfectada. La 
barra blanca indica una longitud de 5 μm. DIC, contraste de interferencia diferencial. 

Las proteínas quiméricas estudiadas en esta tesis doctoral se generaron por 
ingeniería genética reemplazando diferentes dominios de LiRos3 por l
correspondientes dominios de LiRos1 o LiRos2. También se obtuvieron dos formas 
truncadas de LiRos3, en las que se eliminaron los dominios citosólicos amino o 
carboxilo terminal (Fig. 50A). De esta manera, se intentó determinar el papel de cada 

n el tráfico de la proteína funcional LiMT hacia la membrana plasmática.

Una vez transfectados los promastigotes ΔLiRos3 con estas construcciones,
expresión de todas las proteínas quiméricas se verificó mediante Western blot a partir de 
lisados totales celulares, usando anticuerpos anti-LdRos3 para todas aquellas proteínas 
que contenían intacto el segmento extracelular de LiRos3. En el caso de la
L1R3 y L2R3, las cuales contienen respectivamente el lazo de LiRos1 y LiRos2,  fue 
necesario usar los anticuerpos anti-LdRos1 y anti-LdRos2, respectivamente. Estos tres 

Para estudiar la localización de las proteínas LiRos1 y LiRos2 mediante 
microscopía confocal, se generaron proteínas de fusión a GFP que se expresaron en 
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localización parcial con la mitocondria de los promastigotes, que fue 
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localización de LiRos1 o LiRos2 con los marcadores de retículo 

línea transfectada. La 

Las proteínas quiméricas estudiadas en esta tesis doctoral se generaron por 
ingeniería genética reemplazando diferentes dominios de LiRos3 por los 
correspondientes dominios de LiRos1 o LiRos2. También se obtuvieron dos formas 
truncadas de LiRos3, en las que se eliminaron los dominios citosólicos amino o 
carboxilo terminal (Fig. 50A). De esta manera, se intentó determinar el papel de cada 

n el tráfico de la proteína funcional LiMT hacia la membrana plasmática. 

LiRos3 con estas construcciones, la 
expresión de todas las proteínas quiméricas se verificó mediante Western blot a partir de 

LdRos3 para todas aquellas proteínas 
que contenían intacto el segmento extracelular de LiRos3. En el caso de las quimeras 
L1R3 y L2R3, las cuales contienen respectivamente el lazo de LiRos1 y LiRos2,  fue 

LdRos2, respectivamente. Estos tres 
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anticuerpos, que habían sido previamente obtenidos en nuestro laboratorio, reconocen el 
lazo extracitoplasmático de estas proteínas. La expresión de las diferentes proteínas con 
respecto a los promastigotes ΔLiRos3 transfectados con el gen nativo LiRos3 (línea 
control ΔLiRos3+LiRos3) fue variable, observándose unos niveles similares (ΔCR3, 
N2R3, C2R3, LM3R1 y L3M13R1), más bajos (L3M31R1, L3R1, L3R2 y LM3R2) o 
incluso más altos (ΔNR3, N1R3 y C1R3) (Fig. 50B). Como previamente se ha sugerido 
para LiRos3, una reducida expresión de estas proteínas quiméricas no tendría por qué 
alterar la expresión del complejo de transporte en la membrana plasmática. 
 

 
 
Figura 50. Expresión de proteínas Cdc50 quiméricas y truncadas.  
(A) Representación esquemática de las proteínas Cdc50 quiméricas y truncadas analizadas en este 
estudio. Se indican los dominios citosólico N-terminal (N), transmembrana (M), lazo extracitosólico (L) y 
citosólico C-terminal (C). Los dominios correspondientes a LiRos3 se indican en amarillo, mientras que 
los de LiRos1 aparecen en rojo y los de LiRos2, en verde. (B) Los niveles de expresión total se analizaron 
mediante Western blot a partir de extractos proteicos de los promastigotes ΔLiRos3 transfectados con las 
diferentes construcciones. Se empleó un anticuerpo anti-LdRos3, excepto para las proteínas L1R3 y 
L2R3, que se analizaron con anticuerpos anti-LdRos1 y anti-LdRos2, respectivamente. Se utilizó un 
anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado 
representativo de al menos tres experimentos. 
 
 

El análisis funcional de estas líneas reveló en un primer momento que los 
promastigotes ΔLiRos3 internalizan una cantidad significativa de MLF cuando se 
transfectan con las construcciones quiméricas N1R3, en la que el dominio citosólico N-
terminal de LiRos3 ha sido reemplazado por el dominio correspondiente de LiRos1; 
C1R3, en la que el dominio citosólico C-terminal de LiRos3 se sustituye por el dominio 
correspondiente de LiRos1, y LM3R1, en la que se reemplazan ambos dominios (Fig. 
51B). Las líneas N1R3 y LM3R1 incluso presentaron un aumento significativo en la 
tasa de captación de MLF respecto a la línea control ΔLiRos3+LiRos3. Estas tres líneas 
presentaron una sensibilidad a MLF similar a la de la línea ΔLiRos3+LiRos3 (Fig. 
51A). En cambio, todas las proteínas quiméricas que contienen uno o más dominios de 
LiRos2 no modificaron significativamente el fenotipo original de la línea ΔLiRos3 (Fig. 
51). Tampoco fue funcional LiRos3 truncado en su extremo N- o C-terminal. 
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Figura 51. Caracterización funcional de las proteínas Cdc50 quiméricas y truncadas.
(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) y (
descrita en la leyenda de la Figura
porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos 
tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas con respecto a la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante 
0,001). 
 
 

Como la línea L3R1, que contiene los dominios citosólicos y transmembrana de 
LiRos1, es altamente resistente a MLF, se quiso comprobar si esto se debía a la 
presencia de las dos hélices transmembrana, o solo a una de ellas. Por ello, se generaron 
con posterioridad las proteínas quiméricas L3M13R1 y L3M31R1. Ambas están 
constituidas por los dominios citosólicos de LiRos1 y el lazo extracitosólico de LiRos3, 
pero se diferencian en que L3M13R1 contiene el primer segmento transmembrana de 
LiRos1 y el segundo de LiRos3, mientras que L3M31R1 contiene el primer segmento 
transmembrana de LiRos3 y el segundo de LiRos1. La línea L3M13R1 resultó ser la 
que más MLF acumula de e
cantidad acumulada por los promastigotes salvajes (Fig. 51B). En consecuencia, esta 
línea presentó una sensibilidad al fármaco mayor incluso que la línea salvaje
contrario, la línea L3M31R1 pr
indicando que el segundo transmembrana de LiRos3 no puede reemplazarse por el de 
LiRos1 para generar una proteína funcional.
 

Los ensayos de biotinilación mostraron que las proteínas quiméricas N1R3, C1R3 y 
LM3R1 alcanzan la membrana plasmática al igual que LiMT (Fig. 52A), lo que se 
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LiRos1 y el segundo de LiRos3, mientras que L3M31R1 contiene el primer segmento 
transmembrana de LiRos3 y el segundo de LiRos1. La línea L3M13R1 resultó ser la 
que más MLF acumula de entre todas las analizadas, al captar casi el 140% de la 
cantidad acumulada por los promastigotes salvajes (Fig. 51B). En consecuencia, esta 
línea presentó una sensibilidad al fármaco mayor incluso que la línea salvaje
contrario, la línea L3M31R1 presentó una acumulación de MLF del 4% (Fig. 51B), 
indicando que el segundo transmembrana de LiRos3 no puede reemplazarse por el de 
LiRos1 para generar una proteína funcional. 

Los ensayos de biotinilación mostraron que las proteínas quiméricas N1R3, C1R3 y 
LM3R1 alcanzan la membrana plasmática al igual que LiMT (Fig. 52A), lo que se 
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relaciona con la óptima internalización de MLF observada. Por el contrario, no se 
detectaron niveles significativos de LiMT en el resto de líneas, todas ellas resistentes a 
MLF. Inesperadamente, las proteínas ΔNR3 y C2R3 se expresan en la membrana 
plasmática a pesar de que no se detectase LiMT (Fig. 52A). El hecho de que otras 
proteínas quiméricas o truncadas no se exportasen hacia la membrana plasmática 
(ΔCR3, N2R3, LM3R2, L3R1, L3R2, L1R3 y L2R3) concuerda con la ausencia del 
transportador a este nivel. En los ensayos con las proteínas L1R3 y L2R3 (quimeras 
formadas con los lazos de LiRos1 y LiRos2), la ausencia de bandas correspondientes a 
LiRos1 y LiRos2 en la superficie corroboró la localización interna de estas dos 
proteínas previamente demostrada por microscopía confocal (Fig. 49). 
 

Para estudiar si se produce interacción entre ambas subunidades en aquellas líneas 
donde el complejo no se expresa en la membrana plasmática, se realizaron ensayos de 
co-inmunoprecipitación después de transfectar las líneas con la construcción LiMT-
GFP. Tal y como había sucedido en otras líneas mutantes resistentes a MLF, se observó 
un descenso en la expresión total de LiMT-GFP y LiMT en las líneas resistentes 
(ΔNR3, C2R3, ΔCR3, N2R3, LM3R2, L3R1, L3R2, L1R3 y L2R3) respecto a la línea 
control ΔLiRos3+LiRos3+LiMT-GFP. La línea ΔLiRos3+LM3R1+LiMT-GFP, que es 
sensible a MLF, presentó unos niveles de expresión similares a los de la línea control 
(Fig. 52B). 
 

En los ensayos de co-inmunoprecipitación se observó que los extremos citosólicos 
N-terminal y C-terminal de LiRos3 no son necesarios para la interacción con LiMT, 
puesto que las proteínas ΔNR3 y ΔCR3 co-inmunoprecipitan con LiMT-GFP. Del 
mismo modo, la sustitución con los extremos N-terminalo C-terminal y con ambos de 
LiRos2 (N2R3, C2R3 y LM3R2) mantiene una interacción estable con LiMT-GFP. Pese 
a ello, en ninguna de esas líneas el complejo de transporte alcanza la membrama 
plasmática (Fig. 52A). Además, estos ensayos mostraron que, para que se produzca la 
interacción entre ambas subunidades, son necesarios el segundo segmento 
transmembrana y el lazo extracitosólico de LiRos3, ya que las proteínas L3R1, L3R2 y 
L3M31R1, correspondientes al primer supuesto, así como L1R3 y L2R3, donde se ha 
sustituido el lazo, no co-inmunoprecipitan con LiMT-GFP (Fig. 52C). 
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Figura 52. Ensayos de biotinilación y co-inmunoprecipitación con las proteínas Cdc50 quiméricas y 
truncadas. 
(A) Análisis mediante Western blot del nivel de proteínas biotiniladas procedentes de la membrana 
plasmática con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 (L1R3 se analizó con anti-LdRos1 y L2R3 con 
anti-LdRos2). Se empleó un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteínas de 
superficie. Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos independientes. (B) 
Análisis mediante Western blot de la expresión de las proteínas LiMT y LiMT-GFP en líneas 
transfectadas con la construcción LiMT-GFP. Se realizó con un anticuerpo policlonal anti-LdMT a partir 
de extractos proteicos totales. La línea ΔLiRos3+LiRos3+LiMT-GFP (LiRos3) se empleó como control. 
Se utilizó un anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un 
resultado representativo de al menos tres experimentos. (C) Ensayos de co-inmunoprecipitación de 
LiMT-GFP con proteínas Cdc50 quiméricas y truncadas. Los lisados celulares se incubaron con bolitas 
magnéticas marcadas con un anticuerpo anti-GFP y el eluido de las proteínas que quedaron retenidas se 
analizó mediante Western blot. Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3 (excepto 
L1R3 y L2R3, que se analizaron con anti-LdRos1 y anti-LdRos2, respectivamente). La línea 
ΔLiRos3+LiRos3 no transfectada con LiMT-GFP (LiRos3 en el primer carril) se empleó como control 
negativo (-) y la línea ΔLiRos3+LiRos3 transfectada con LiMT-GFP (LiRos3 en el segundo carril) como 
control positivo (+). Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos. 
 
 

Como se ha comentado anteriormente, en las líneas que expresan las proteínas 
truncadas ΔNR3 y ΔCR3 existe interacción entre las dos subunidades del complejo pero 
no hay llegada del mismo a la membrana plasmática, lo que implica en consecuencia un 
defecto en la captación de MLF y la generación de parásitos resistentes al fármaco. 
Siendo así, estas proteínas truncadas podrían competir con la proteína nativa LiRos3 en 
su unión a LiMT, y así producir un descenso en la eficiencia en el tráfico del 



 

 

transportador a la membrana plasmática. Para ello, ambas proteínas truncadas se 
sobreexpresaron en promastigotes salvajes, utilizando como control promastigotes 
salvajes que sobreexpresaban la proteína nativa (Fig. 53A). S
en el valor de la IC50 (Fig. 53B)
más acusado en la línea que sobreexpresaba la proteína 
acumulada por la línea salvaje) (Fig. 53C). Se quiso comprobar que la sensibilidad a 
MLF se recuperaba cuando los promastigotes dejaban de sobreexpresar estas proteínas 
truncadas. Para ello, los cultivos se mantuvieron durante 3 mes
del antibiótico de selección y, aunque la expresión de 
completo (Fig. 53D), se observó que los promastigotes presentaban una sensibilidad a 
MLF similar a la que poseían con anterioridad a la sobree
(Fig. 53E). 
 
 

Figura 53. Efecto negativo de las proteínas truncadas 
complejo LiRos3-LiMT. 
(A) Los niveles de expresión total se analizaron mediante Western blot con un anticuerpo anti
partir de extractos proteicos de promastigotes salvajes (WT) transfectados con las construcciones 
truncadas ΔNR3 y ΔCR3. Como controles se utilizaron promastigotes salvajes transfectados con el vector 
vacío (WT+pIR1SAT) y transfectados con el gen nativo 
monoclonal anti-α-tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado representativo 
de al menos tres experimentos. (
se determinaron de la manera descrita en la leyenda de la Figura 
de los valores de IC50 y del porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes 
(WT) obtenido en al menos tres experimentos independientes.
significativas con respecto a la línea control WT+LiRos3 se determinaron mediante el 
Student (*p < 0,05 y **p < 0,001
volvieron a examinar después de mantener los cultivos 90 días sin la presión del antibiótico de selección 
de los transfectantes (NST, nourseotricina).
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transportador a la membrana plasmática. Para ello, ambas proteínas truncadas se 
sobreexpresaron en promastigotes salvajes, utilizando como control promastigotes 
salvajes que sobreexpresaban la proteína nativa (Fig. 53A). Se observó cierto aumento 

(Fig. 53B) y un significativo descenso en la captación de MLF, 
más acusado en la línea que sobreexpresaba la proteína ΔNR3 (55% de la cantidad 
acumulada por la línea salvaje) (Fig. 53C). Se quiso comprobar que la sensibilidad a 
MLF se recuperaba cuando los promastigotes dejaban de sobreexpresar estas proteínas 
truncadas. Para ello, los cultivos se mantuvieron durante 3 meses sin la presión selectiva 
del antibiótico de selección y, aunque la expresión de ΔNR3 no había desaparecido por 
completo (Fig. 53D), se observó que los promastigotes presentaban una sensibilidad a 
MLF similar a la que poseían con anterioridad a la sobreexpresión de 

Figura 53. Efecto negativo de las proteínas truncadas ΔNR3 y ΔCR3 sobre la formaci

) Los niveles de expresión total se analizaron mediante Western blot con un anticuerpo anti
proteicos de promastigotes salvajes (WT) transfectados con las construcciones 

. Como controles se utilizaron promastigotes salvajes transfectados con el vector 
vacío (WT+pIR1SAT) y transfectados con el gen nativo (WT+LiRos3). Se utilizó un anticuerpo 

tubulina para el control de carga de proteínas. Se muestra un resultado representativo 
(B) La sensibilidad a miltefosina (MLF) y (C) la captación de 

aron de la manera descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media ± 
y del porcentaje de MLF internalizada en relación con los promastigotes salvajes 

(WT) obtenido en al menos tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente 
significativas con respecto a la línea control WT+LiRos3 se determinaron mediante el 

< 0,001). (D) Los niveles de expresión total y (E) la sensibilidad a MLF se 
después de mantener los cultivos 90 días sin la presión del antibiótico de selección 

de los transfectantes (NST, nourseotricina). 
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X. Funcionalidad del complejo de transporte de miltefosina en 
amastigotes intracelulares de L. infantum 
 

Leishmania tiene dos fases en su ciclo de vida: los promastigotes extracelulares, 
que crecen a 28 ºC, y las formas amastigotes intracelulares, que crecen a 37 ºC dentro 
de macrófagos y que representan la fase con mayor relevancia clínica. Previamente, en 
nuestro laboratorio se ha descrito que la deleción de cualquiera de las dos subunidades 
del complejo de transporte de MLF también origina amastigotes resistentes al fármaco 
sin que éstos pierdan su infectividad (Seifert et al., 2007). Contando con este 
precedente, para determinar si la pérdida de función de las proteínas mutantes de 
LiRos3 es independiente de la fase del ciclo de vida de Leishmania, así como de 
cambios de temperatura o fisiológicos, se investigó si algunos de los cambios más 
representativos introducidos en LiRos3 modifican la funcionalidad del complejo de 
transporte de MLF en los amastigotes intracelulares de Leishmania. Para ello, se 
infectaron macrófagos procedentes de células THP-1 con promastigotes de L. infantum 
en fase estacionaria tardía de crecimiento, tanto de la línea ΔLiRos3 como de algunos 
transfectantes representativos. Los macrófagos infectados se incubaron durante 72 h en 
presencia de distintas concentraciones de MLF y los valores de IC50 se pudieron 
determinar contando el número de amastigotes que permanecían dentro de los 
macrófagos tras la incubación. 
 

La resistencia a MLF se mantuvo en las formas amastigotas intracelulares de las 
líneas ΔLiRos3, N176I, L293S, K315M, ΔNR3 y ΔN4, que presentaron valores de IC50 
a MLF superiores a 20 μM, una concentración próxima a la IC50 de las células THP-1, 
motivo por el cual fue la máxima concentración que se evaluó. Por el contrario, los 
parásitos ΔLiRos3 transfectados con LiRos3 o que expresaban otras proteínas como 
Q17L, D218V, G326V y LM3R1, presentaron valores de IC50 inferiores a 15 μM en la 
fase amastigote, lo que concuerda con los valores obtenidos en la fase promastigote 
(Tabla 7). Estos resultados muestran que la resistencia a MLF relacionada con la 
inactivación del complejo LiRos3-LiMT se transfiere a la fase amastigote intracelular, 
tal y como se ha descrito previamente (Seifert et al., 2007). 
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Tabla 7. Sensibilidad a miltefosina de promastigotes y amastigotes intracelulares 
de L. infantum de algunas líneas mutantes representativas 

 

Línea 
IC 50µM (Índice de resistencia) 

Promastigotes Amastigotes 

ΔLiRos3+LiRos3 21,24 ± 4,06 3,58 ± 1,30 
ΔLiRos3 146,24 ± 7,59 (6,88 ± 1,67) > 20 (> 5,60) 

Q17L 62,58 ± 8,17 (2,95 ± 0,95) 9,18 ± 1,19 (2,56 ± 1,26) 
N176I 142,89 ± 5,44 (6,72 ± 1,54) > 20  

D218V 32,99 ± 9,67 (1,55 ± 0,75) 4,39 ± 1,15 (1,22 ± 0,77) 
L293S 141,01 ± 4,58 (6,63 ± 1,48) > 20  

K315M 151,82 ± 4,02 (7,15 ± 1,55) > 20 

G326V 26,20 ± 4,18 (1,23 ± 0,43) 3,27 ± 1,60 (0,91 ± 0,78) 
ΔNR3 102,77 ± 11,85 (4,84 ± 1,48) > 20 

LM3R1 21,50 ± 6,45 (1,01 ± 0,50) 10,47 ± 2,49 (2,92 ± 1,76) 
ΔN4 142,77 ± 12,59 (6,72 ± 1,88) > 20 

 

Los índices de resistencia, indicados entre paréntesis, se calcularon dividiendo el valor de la IC50 de las 
diferentes líneas por el de los promastigotes ΔLiRos3 que expresan el gen nativo (línea control 
ΔLiRos3+LiRos3). La sensibilidada miltefosina de los promastigotes de L. infantum se midió por el 
método colorimétrico basado en la reducción del MTT. La IC50 se determinó después de 48 h de cultivo 
a 28 ºC. Los amastigotes intracelulares se obtuvieron después de la infección de macrófagos THP-1 con 
promastigotes en fase estacionaria tardía de la manera descrita en Materiales y Métodos. Después de 72 
h a 37 ºC, la IC50 se determinó a partir del recuento del número de amastigotes presentes en un mínimo 
de 200 macrófagos, comparando cultivos tratados con el fármaco con cultivos no tratados. Los 
resultados son la media ± S.D. de tres experimentos independientes. 
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I. Caracterización de las P4-ATPasas y las proteínas Cdc50: 
últimos avances y situación actual 
 

Desde que se descubriese en 1996 que las P4-ATPasas tienen como actividad la 
translocación de aminofosfolípidos (Tang et al., 1996), se han logrado significativos 
avances en el conocimiento del funcionamiento de este transporte a nivel molecular y de 
las consecuencias celulares y fisiológicas que conlleva (Coleman et al., 2013). Esto ha 
sido posible gracias a numerosos estudios genéticos, bioquímicos, y de biología celular 
y molecular, en los que se han empleado distintos modelos eucariotas, como levaduras, 
plantas, ratones, humanos y otros organismos. 
 

Sin embargo, quedan muchos puntos aún por resolver. Por ejemplo, solo se ha 
conseguido purificar para su caracterización una de las catorce P4-ATPasas presentes en 
el genoma de mamíferos, la denominada ATP8A2 (Coleman et al., 2009) o una de las 
cinco de levaduras, la proteína Drs2 (Azouaoui et al., 2014). Existe un gran número de 
P4-ATPasas que aún no se han caracterizado (Takatsu et al., 2014), quedando por 
conocer aspectos tan importantes como su especificidad de sustrato, sus interacciones 
con proteínas Cdc50 y otras proteínas, su localización subcelular o su distribución 
tisular in vivo. Asimismo, falta mucho por conocer acerca de los mecanismos de 
regulación de la actividad de las P4-ATPasas (Coleman et al., 2013). 
 

El mecanismo de acción y muchas de las propiedades estructurales de las P4-
ATPasas parecen ser similares a las que poseen otros miembros de la superfamilia de 
ATPasas de tipo P. En los últimos años se han realizado estudios de mutagénesis que, 
gracias a las mejoras en los sistemas de expresión de proteínas y al modelado molecular 
basado en otras ATPasas de tipo P, han permitido identificar algunos residuos de las P4-
ATPasas clave para la translocación de fosfolípidos. También se ha logrado un 
importante progreso en la reconstitución funcional de las P4-ATPasas en vesículas 
(revisado por Coleman et al., 2013; López-Marqués et al., 2015). No obstante, para 
conocer con mayor profundidad los mecanismos de reconocimiento y transporte de 
fosfolípidos serán necesarios más estudios, entre los que resultaría de gran relevancia la 
obtención de la estructura cristalina de estas proteínas. Entre otros aspectos, este avance 
podría permitir identificar los sitios de unión de los fosfolípidos o analizar si existe un 
estado de oclusión para el sustrato durante su transporte, lo cual implicaría el cierre 
transitorio del acceso al sitio de unión del fosfolípido desde la cara exoplasmática de la 
P4-ATPasa. 
 

Algunos estudios se han centrado en las proteínas Cdc50 y han servido para 
empezar a definir su papel en la modulación de la actividad de las P4-ATPasas, y en la 
estabilidad, transporte y localización del complejo. La importancia de estas funciones 
acentúa la necesidad de conocer cómo interaccionan ambas proteínas. Sin embargo, la 
caracterización estructural de las proteínas Cdc50, que no poseen motivos 
aminoacídicos conocidos, se encuentra en una etapa inicial y son muy pocos los 
estudios que se han realizado al respecto (Takahashi et al., 2011; Coleman y Molday, 
2011; Puts et al., 2012). En este contexto, esta tesis doctoral se ha centrado en la 
caracterización de LiRos3, una proteína Cdc50 de L. infantum, analizando una serie de 
aspectos que serán comentados a continuación. 
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II. Estudio mutacional de LiRos3 
 
II.1. Identificación de residuos importantes en la función de LiRos3 
 

Los análisis mediante mutagénesis dirigida constituyen una herramienta de gran 
utilidad para la identificación de residuos importantes para la actividad de una proteína, 
como se ha observado en los recientes estudios realizados con objeto de comprender el 
mecanismo de acción de las P4-ATPasas (revisado por Williamson, 2014). 
 

Para ello, es necesario disponer de un ensayo que permita comprobar el efecto de 
estas mutaciones. Esto ha sido posible en esta tesis doctoral, ya que unos ensayos 
permitieron analizar la interacción entre LiRos3 y su subunidad asociada LiMT, 
perteneciente a las P4-ATPasas, mientras que otros sirvieron para evaluar la relación 
entre esta interacción, la actividad catalítica de LiMT y los fenotipos asociados a la 
misma. 
 

Estudios mutacionales en levaduras han mostrado que existen residuos dispersos a 
lo largo de las proteínas Lem3p y Cdc50p que contribuyen a formar el complejo 
heteromérico con sus P4-ATPasas correspondientes o que pueden estar implicados en la 
actividad translocasa del complejo (Takahashi et al., 2011; Puts et al., 2012). Por 
ejemplo, se han identificado cinco residuos de Lem3p que resultan críticos para la 
interacción con Dnf1p y Dnf2p. Cada uno de ellos estaba localizado en una región 
diferente: amino terminal, primer transmembrana, lazo extracitosólico, segundo 
transmembrana y carboxilo terminal. Los mismos autores identificaron además dos 
puentes disulfuro cuya eliminación conlleva una menor unión de su subunidad o un 
fuerte descenso en la actividad flipasa (Puts et al., 2012). 
 

Usando una estrategia basada en la mutagénesis dirigida de LiRos3, en esta tesis 
doctoral se han identificado ocho residuos adicionales localizados en el ectodominio de 
esta proteína importantes para la interacción entre el transportador y su subunidad 
(Tyr63, Tyr114, Gly168, Asn176, Asp177, Leu293, Tyr298 y Lys315) (Fig. 54). Estos residuos 
son invariables en levaduras, humanos, D. melanogaster y C. elegans y, exceptuando 
Tyr298, también lo son en Arabidopsis. Su sustitución por determinados aminoácidos no 
conservativos no afecta a los niveles de expresión total de la proteína, pero sí implica un 
fuerte descenso en la afinidad de LiRos3 por LiMT, tal y como se observó mediante co-
inmunoprecipitación; esto conlleva que el complejo no pueda alcanzar correctamente la 
membrana plasmática de los promastigotes de Leishmania, como se comprobó en los 
ensayos de biotinilación. Debido a ello, estas sustituciones resultan dramáticas para que 
el complejo de transporte de miltefosina (MLF) pueda llevar a cabo su función, por lo 
que los promastigotes son incapaces de incorporar cantidades altas de MLF, fármaco 
perteneciente al grupo de las alquilfosfocolinas, resultando por tanto resistentes a su 
acción. De entre estos ocho residuos, Tyr63, Asp177, Tyr298 y Lys315 son probablemente 
los más importantes, puesto que en ninguna de las dos mutaciones no conservativas que 
se realizaron se obtuvieron valores de acumulación de MLF superiores al 6% respecto a 
los promastigotes salvajes. Los resultados aquí mostrados concuerdan con 
descubrimientos previos que indicaron la presencia de amplios contactos entre el 
ectodominio de las proteínas Cdc50 de levaduras y los lazos externos de las P4-
ATPasas (Puts et al., 2012). 
 



 

 

 
 
Figura 54. Residuos biológicamente importantes de LiRos3 identificados en esta tesis doctoral.
En negro se indican los residuos cuyas mutaciones no conservativas pueden tener un importante impacto 
sobre la interacción con LiMT. En rojo se indican lo
la actividad flipasa o en la captación de miltefosina (MLF) sin que se vea afectada la expresión del 
complejo en la membrana plasmática de los promastigotes. En el residuo Asn
diferentes dependiendo de la mutación realizada.
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Figura 54. Residuos biológicamente importantes de LiRos3 identificados en esta tesis doctoral.
En negro se indican los residuos cuyas mutaciones no conservativas pueden tener un importante impacto 
sobre la interacción con LiMT. En rojo se indican los residuos cuyas mutaciones implican un descenso en 
la actividad flipasa o en la captación de miltefosina (MLF) sin que se vea afectada la expresión del 
complejo en la membrana plasmática de los promastigotes. En el residuo Asn176 se observaron efectos 
diferentes dependiendo de la mutación realizada. 
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nativa, este resultado fue inesperado de acuerdo con el conocimiento que se tenía acerca 
del complejo. Como ya se ha comentado, los ensayos realizados de co-
inmunoprecipitación indicaron que no existe interacción de estas proteínas mutantes con 
LiMT. Por ello, una posible explicación al hecho de que estas proteínas se expresen en 
la membrana plasmática es que las mutaciones introducidas podrían alterar su 
plegamiento, pudiendo verse afectada, por ejemplo, su interacción con la chaperona 
BiP, una proteína que se ha observado que interacciona con LdRos3 y LdMT (Sánchez-
Cañete, 2009, Tesis Doctoral) y que se ha descrito asociada a proteínas que forman 
complejos en ausencia de alguna de las proteínas (Beggah et al., 1996; Vitale y Ceriotti, 
2004). De alguna manera, esto podría conllevar que LiRos3 pudiese alcanzar la 
membrana plasmática sin ser necesaria su asociación con LiMT. Además de esta 
hipótesis, tampoco puede descartarse que la interacción entre las dos proteínas del 
complejo sí tenga lugar, aunque de forma mucho más débil que cuando está presente la 
proteína LiRos3 nativa. En las condiciones experimentales en las que se realizaron las 
co-inmunoprecipitaciones, esta débil interacción podría hacer que las proteínas mutantes 
se separasen de LiMT durante el proceso de aislamiento del complejo pero, in vivo,el 
complejo se podría formar y ser exportado desde el retículo endoplasmático a la 
membrana plasmática, aunque sin que LiMT se quedase retenida finalmente en la 
membrana. 
 

Además, se ha observado que las líneas mutantes en las que no se detecta co-
inmunoprecipitación de LiMT-GFP y LiRos3 expresan menor cantidad de LiMT y 
LiMT-GFP, a pesar de que la expresión de la proteína LiRos3 mutante es similar a la 
que presenta la línea que expresa la proteína nativa. El fenotipo de pérdida de expresión 
es similar al observado en la línea mutante nula para LiRos3. Esto sugiere que, cuando 
hay ausencia de interacción entre ambas subunidades y, en consecuencia, no se produce 
el tráfico del complejo hacia la membrana plasmática, LiMT se expresa en menor 
cantidad o experimenta una mayor degradación, si bien en los ensayos de Western blot 
realizados no se lograron detectar bandas de degradación. Relacionado con esta 
observación, es interesante mencionar que la Na+/K+-ATPasa es muy sensible a la 
degradación en ausencia de interacción con su subunidad β (Geering, 2001; Vagin et al., 
2007), por lo que no sería de extrañar que esto estuviese sucediendo en las líneas 
mutantes analizadas. También se ha descrito para las P4-ATPasas Drs2p y ATP8A2 que 
la ausencia de la subunidad Cdc50 conlleva una reducción en la expresión global de la 
flipasa, lo cual implicaría que la interacción no solo es importante para la correcta 
ubicación sino también para la estabilidad de la proteína (Lenoir et al., 2009; Coleman y 
Molday, 2011). 

 
Por otro lado, se ha observado que el ratio LiRos3/LiMT de expresión en la 

membrana plasmática es más alto en la línea control que en algunos mutantes. Como no 
se conoce todavía la estequiometría del complejo, una reducción en el transporte de 
MLF que no se relacione con menores cantidades de LiMT en la membrana plasmática 
podría estar relacionado con menores niveles de LiRos3, y por extensión del complejo, 
y no a un efecto de la propia mutación sobre la actividad de transporte. Sin embargo, 
existen mutantes que expresaron niveles más bajos de LiRos3 en la membrana 
plasmática que el control, pero que tuvieron niveles similares de LiMT y de actividad de 
transporte (por ejemplo, las líneas G137V, P148A, P166A y K284M). En todos estos 
casos, los resultados sugieren que una reducida cantidad de LiRos3 puede estar 
relacionada con un menor nivel de retención de la proteína mutada en la membrana 
plasmática, sin que ello afecte a la actividad translocasa. 
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II.3. Efectos de las mutaciones en LiRos3 sobre la actividad flipasa 
 

Como se ha descrito para algunos complejos P4-ATPasa/proteína Cdc50 estudiados 
en otros trabajos (Coleman et al., 2011; Puts et al., 2012), la existencia de interacciones 
de LiRos3 con LiMT no es suficiente para que esta P4-ATPasa pueda llevar a cabo 
correctamente su función. Hemos observado que, cuando se reemplazan Ile14, los 
residuos invariables localizados en el dominio N-terminal (Gln16, Gln17 y Leu19) o el 
residuo Asp218, localizado en el lazo extracitoplasmático, no hay diferencias importantes 
en la expresión de LiMT en la membrana plasmática, pero la captación de MLF sí se 
reduce de manera significativa. Esto sugiere que estos residuos no se requieren para la 
formación y estabilidad del complejo, pero que sí son importantes para su funcionalidad 
una vez que éste alcanza la membrana plasmática (Fig. 54). El mismo efecto se observó 
al realizar una sustitución conservativa en el residuo Asn176, identificado previamente 
como importante para la interacción con LiMT. 
 

Para profundizar en este aspecto, se diseñó un ensayo que permitiese determinar la 
actividad flipasa, similar a otros que se han empleado para estudiar el efecto de las 
mutaciones en las P4-ATPasas sobre su actividad, consistentes en la medida de la 
internalización de análogos fluorescentes de fosfolípidos en células vivas (Baldridge y 
Graham, 2012; Stone et al., 2012). Mediante este tipo de ensayos es posible realizar 
medidas cinéticas, pudiendo emplearse para determinar la afinidad por el sustrato (Stone 
et al., 2012). 
 

Se determinó el efecto que tienen las sustituciones no conservativas realizadas en 
los residuos  Ile14, Gln16, Gln17, Leu19 y Asp218, así como la sustitución conservativa en 
el residuo Asn176 de LiRos3 sobre la actividad de transporte de LiMT y se calculó la 
constante de afinidad aparente (KM) por el sustrato NBD-PC. Como era de esperar, la 
actividad flipasa de todas estas líneas mostró un importante descenso. En ninguna de 
ellas se observó un significativo aumento de la KM para el análogo de fosfatidilcolina 
NBD-PC, lo que sugiere que el descenso en la internalización no se debe a una pérdida 
en la afinidad de LiMT por su sustrato. Aunque la línea D218V mostró un aumento de 
la KM de 1,5 veces respecto a la línea control ΔLiRos3+LiRos3, resulta insuficiente para 
poder afirmar que esta mutación pueda afectar a la afinidad por el sustrato empleado. 
Por otro lado, todas las líneas mutantes simples y múltiples que contienen la mutación 
Q16L presentaron un descenso en la KM (entre 1,6 y 2,2 veces respecto a la línea 
control), lo que sugiere que esta mutación podría favorecer la unión del sustrato, pero al 
mismo tiempo implicar una reducción en la actividad del transportador. En cualquier 
caso, serían necesarios más estudios para determinar la relevancia biológica de estas 
observaciones, ya que los ensayos realizados no se produjeron con enzimas purificadas, 
sino con células completas. 
 

Los estudios llevados con la P4-ATPasa ATP8A2 purificada han sugerido que el 
cambio de la afinidad aparente por el fosfolípido parece estar relacionado con una 
modificación en la unión del fosfolípido con el estado E2P del enzima y no con una 
alteración de la cinética de reacción de una etapa alejada de la interacción (Vestergaard 
et al., 2014). Ahora bien, la sustitución de residuos por otros que incrementen la 
afinidad puede llevar aparejada cambios en el ciclo de reacción que den lugar a una 
reducción en la actividad ATPasa estimulada por el fosfolípido y por tanto en el 
transporte. La disociación del fosfolípido transportado depende de la transformación del 
estado E2 a E1 y por tanto una estabilización de E2 puede reducir la velocidad de 
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liberación del fosfolípido a la cara interna de la membrana y afectar la de hidrólisis de 
ATP. Por ejemplo, este es el caso para diversas mutaciones en el transportador 
ATP8A2, las cuales incrementan la afinidad por PS y PE pero reducen la actividad de 
transporte debido posiblemente a un incremento en la estabilidad del estado E2 o a una 
desestabilización en la desfosforilación del estado E2P (Vestergaard et al., 2014). Otros 
estudios realizados con células intactas han revelado que algunas mutaciones 
introducidas en la P4-ATPasa Dnf2p pueden incrementar la afinidad por PC y producir 
a su vez una notoria reducción de la velocidad de transporte del fosfolípido  (Stone et 
al., 2012). 
 
 

III. Otros aspectos funcionales de LiRos3 
 
III.1. Efecto de la tasa de glicosilación de LiRos3 sobre su función 
 

En un estudio realizado anteriormente en células de mamíferos se demostró que la 
glicosilación de la proteína CDC50A no parece ser esencial para la funcionalidad del 
complejo que constituye con la P4-ATPasa ATP8A2, pero sí para la formación de un 
complejo estable (Coleman y Molday, 2011). Tal y como se ha descrito para la 
subunidad β de la Na+-K+-ATPasa (Vagin et al., 2007), la N-glicosilación de LiRos3 
podría ser esencial para el anclaje del complejo a la membrana plasmática. En todos los 
mutantes defectivos de N-glicosilación de LiRos3, tanto simples (N86Q, N176Q, 
N198Q, N241Q) como múltiples (ΔN3 y ΔN4), la proteína alcanzó la membrana 
plasmática. Sin embargo, la captación de MLF se relacionó con la presencia o ausencia 
de LiMT en la membrana plasmática, determinada en los ensayos de biotinilación de 
proteínas de la superficie celular. Se observó que la proteína mutante ΔN4, totalmente 
N-desglicosilada, no es capaz de formar un complejo estable con LiMT, puesto que no 
se detectó en los ensayos de co-inmunoprecipitación. Esto explica que LiMT no se 
detectase en la membrana plasmática en la línea ΔN4, mientras que en las demás líneas 
defectivas de N-glicosilación, sí se detectaron cantidades óptimas de LiMT en la 
membrana. Estos descubrimientos sugieren que LiRos3 requiere, al menos, una 
glicosilación parcial para el mantenimiento de un complejo estable con LiMT. 
 

En otro orden de cosas, el residuo Asn176, que forma parte de un motivo conservado 
de N-glicosilación (NXS/T) en la familia de proteínas Cdc50, parece estar implicado en 
el tráfico y en la actividad de LiMT. Aunque la línea N176Q mostró una captación de 
MLF del 55% en comparación con la línea salvaje, la expresión de LiMT en la 
membrana plasmática no se vio afectada de forma significativa. Como se ha comentado, 
en esta línea se produce un descenso en la actividad flipasa comparable a la que tuvo 
lugar en el mutante D218V. Por otro lado, la mutación S178A tiene como consecuencia 
la eliminación de la N-glicosilación en Asn176 y se ha observado que también supone un 
descenso en la captación de MLF, aunque menos importante. Estos datos refuerzan la 
hipótesis de que este residuo tiene un papel importante en la actividad del complejo de 
transporte. 
 
III.2. Caracterización funcional de los dominios de LiRos3 
 

Otro de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido profundizar en el conocimiento 
de las funciones de los dominios de LiRos3 mediante el empleo de proteínas truncadas 



 

 

y proteínas Cdc50 quiméricas, de manera similar a como se ha hecho en estudios 
recientes efectuados en células de mamíferos
Puts et al., 2012). Conviene recordar en este punto que las proteínas Cdc50 son 
proteínas de membrana con dos segmentos transmembrana, dos secuencias cortas amino 
y carboxilo terminales orientadas al citosol y una secuencia larga extracelular o ubicada 
dentro del lumen de organelos. Para caracterizar estos dominios, la estrategia empleada 
fue eliminar los extremos terminales o intercambiar cada uno de esos dominios por los 
de las otras proteínas Cdc50 presentes en 
 

Aunque existe una homología muy baja entre los extremos citosólicos amino y 
carboxilo terminales de los tres miembros Cdc50 de 
podido comprobar que, cuando estos do
correspondientes dominios de LiRos1, las proteínas quiméricas obtenidas 
y LM3R1) son funcionales 
promastigotes incluso experimenta un ligero aum
contienen el extremo citosólico N
proteínas quiméricas con los extremos citosólicos de LiRos2 (N2R3, C2R3 y LM3R2), 
aunque sean capaces de interaccionar con 
debido al mayor tamaño que tienen estos dominios en LiRos2, lo que podría modificar 
su conformación y alterar el tráfico del complejo hacia la membrana plasmática (Fig. 
55). Los ensayos de co-inmunoprecipitación, en 
proteínas N2R3 y LM3R2, sugieren además que la presencia del extremo N
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Figura 55. Fenotipos asociados a las proteínas 
generadas en esta tesis doctoral.
A la izquierda se representan los eventos que tienen lugar cuando los parásitos expresan el complejo 
nativo LiMT-LiRos3. Los dominios de LiRos3 están representados en color naranja; los de LiRos1, en 
negro, y los de LiRos2, en verde. Las proteínas señaladas con un asterisco (
la membrana plasmática (MP) sin estar asociadas a LiMT. RE, retículo endoplasmático; MLF, 
miltefosina. Para más detalles, consultar el texto.
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y proteínas Cdc50 quiméricas, de manera similar a como se ha hecho en estudios 
células de mamíferos y en levaduras (Coleman y Molday, 2011; 

., 2012). Conviene recordar en este punto que las proteínas Cdc50 son 
proteínas de membrana con dos segmentos transmembrana, dos secuencias cortas amino 

inales orientadas al citosol y una secuencia larga extracelular o ubicada 
dentro del lumen de organelos. Para caracterizar estos dominios, la estrategia empleada 
fue eliminar los extremos terminales o intercambiar cada uno de esos dominios por los 

tras proteínas Cdc50 presentes en L. infantum (Fig. 55). 

Aunque existe una homología muy baja entre los extremos citosólicos amino y 
carboxilo terminales de los tres miembros Cdc50 de Leishmania, en este trabajo se ha 
podido comprobar que, cuando estos dominios de LiRos3 se sustituyen por los 
correspondientes dominios de LiRos1, las proteínas quiméricas obtenidas 

son funcionales (Fig. 55) y la internalización de MLF llevada a cabo por los 
promastigotes incluso experimenta un ligero aumento cuando expresan las proteínas que 
contienen el extremo citosólico N-terminal de LiRos1 (N1R3,  LM3R1)
proteínas quiméricas con los extremos citosólicos de LiRos2 (N2R3, C2R3 y LM3R2), 
aunque sean capaces de interaccionar con LiMT, no son funcionales, probablemente 
debido al mayor tamaño que tienen estos dominios en LiRos2, lo que podría modificar 
su conformación y alterar el tráfico del complejo hacia la membrana plasmática (Fig. 

inmunoprecipitación, en los que se detectó degradación de las 
proteínas N2R3 y LM3R2, sugieren además que la presencia del extremo N
LiRos2 altera la estabilidad de la proteína. 

Figura 55. Fenotipos asociados a las proteínas Cdc50 quiméricas y truncadas
generadas en esta tesis doctoral. 
A la izquierda se representan los eventos que tienen lugar cuando los parásitos expresan el complejo 

LiRos3. Los dominios de LiRos3 están representados en color naranja; los de LiRos1, en 
de LiRos2, en verde. Las proteínas señaladas con un asterisco (ΔNR3 y C2R3) se expresan en 

la membrana plasmática (MP) sin estar asociadas a LiMT. RE, retículo endoplasmático; MLF, 
miltefosina. Para más detalles, consultar el texto. 
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Solo unos pocos residuos están conservados en estos dominios citosólicos entre las 
tres proteínas Cdc50 de Leishmania. Algunos de ellos se han mutado en este estudio 
(Gln16, Gln17 y Leu19) y los resultados obtenidos en los ensayos de actividad flipasa 
indican que parecen ser importantes para la funcionalidad del complejo. Al margen de 
ellos, previamente se ha descrito en la proteína Cdc50 de levaduras Lem3p la existencia 
de un residuo situado en el extremo N-terminal (Ala65) que participa en la interacción 
con las P4-ATPasas Dnf1p y Dnf2p (Puts et al., 2012). Sin embargo, esta alanina no 
está conservada en LiRos3 (Hys21), pero sí en LiRos1, y quizás debido a esto las líneas 
que contienen el extremo N-terminal de LiRos1 (N1R3 y LM3R1) presenten un 
aumento en la captación de MLF en relación con LiRos3. Dadas las importantes 
fluctuaciones que existen en las interacciones entre las P4-ATPasas y las proteínas 
Cdc50 (Lenoir et al., 2009), es posible que esta alanina (y quizás también los otros 
residuos del dominio amino terminal que se han identificado en esta tesis) participen en 
la interacción con LiMT mientras tiene lugar el ciclo de reacción, pero no 
necesariamente durante el tráfico del complejo hacia la membrana plasmática. 
 

Como LiRos1 no interacciona con LiMT, los resultados anteriores muestran 
además que los extremos N- y C-terminal de LiRos3 no son críticos para la interacción 
específica con LiMT, como previamente se había indicado en levaduras (Puts et al., 
2012). Esto se confirmó mediante ensayos de co-inmunoprecipitación, comprobando 
que las proteínas truncadas para estos extremos (ΔNR3 y ΔCR3) son capaces de 
interaccionar con LiMT (Fig. 55). Sin embargo, los promastigotes transfectados con las 
construcciones ΔNR3 y ΔCR3 no expresan LiMT a nivel de la membrana plasmática, lo 
que explica que sean resistentes a MLF. Esto indica que, aunque la interacción con 
LiMT pueda producirse en ausencia de los dominios terminales de LiRos3, éstos sí 
podrían ser esenciales para que se produzca el tráfico del complejo hacia la membrana 
plasmática. Los parásitos salvajes transfectados con estas construcciones disminuyen su 
capacidad para captar MLF, lo cual refuerza esta hipótesis. Esto se debe probablemente 
a que estas proteínas compiten con la proteína nativa en la interacción con LiMT, 
disminuyendo la formación de complejos LiRos3-LiMT funcionales. 
 

Teniendo en cuenta lo anterior, un resultado llamativo fue el hecho de que la 
proteína truncada ΔNR3 y la proteína quimérica C2R3 se detectasen en la membrana 
plasmática (Fig. 55). La ausencia de expresión de LiMT en estas líneas podría deberse a 
que los cambios en el plegamiento de estas proteínas conlleven la pérdida de la 
interacción entre las dos subunidades durante su tráfico hacia la membrana plasmática. 
Los extremos N- y C-terminal de LiRos3 podrían también ser responsables de la 
retención de LiMT en la membrana plasmática, al igual que se ha sugerido previamente 
para su estado glicosilado. Otra explicación para lo observado con ΔNR3 es que el 
extremo N-terminal podría ser responsable de la retención de LiRos3 en el RE en 
ausencia de interacción con LiMT. Por su parte, el extremo C-terminal podría ser 
responsable de la retención de LiRos3 en la membrana plasmática, una función que 
podría ser reemplazada por la región C-terminal de LiRos2, explicando de este modo el 
resultado obtenido en la línea C2R3. 
 

En cuanto a los dos segmentos transmembrana, hemos observado en la línea 
L3M13R1 que al intercambiar el primer segmento transmembrana de LiRos3 por el 
correspondiente segmento de LiRos1 continúa generándose un complejo funcional, 
conllevando además un incremento significativo en la captación de MLF. Sin embargo, 
las proteínas quiméricas que contienen el segundo segmento transmembrana de LiRos1 



Discusión 

 

- 159 - 
 

(L3R1 y L3M31R1) no son capaces de interaccionar con LiMT, por lo que las líneas 
transfectadas con estas construcciones no expresan el complejo en la membrana 
plasmática y son muy resistentes a MLF (Fig. 55). También hemos podido comprobar 
que, al introducir los dos segmentos transmembrana de LiRos2 (L3R2), se pierde la 
interacción que se observa en la línea LM3R2. El análisis de homología sobre los 
residuos que podrían formar parte de los segmentos transmembrana no predecía qué 
intercambio podría mantener la interacción y, en todo caso, los dos segmentos 
transmembrana de LiRos2 guardan mayor nivel de conservación con LiRos3 que los 
correspondientes de LiRos1 (Tabla 6). Quedaría por determinar si son intercambiables 
de forma individual los segmentos transmembrana de LiRos3 por los de LiRos2. 
Aunque estos segmentos no contienen ninguno de los residuos altamente conservados 
estudiados durante este trabajo, es probable que otros residuos localizados en ellos 
puedan ser necesarios para la interacción de LiRos3 con LiMT. De hecho, dos residuos 
de la proteína de levaduras Lem3p, localizados en el primer y segundo segmento 
transmembrana (Ala83 y Gly375) desempeñan un importante papel en la interacción entre 
Lem3p y las P4-ATPasas Dnf1p y Dnf2p (Puts et al., 2012). El primero está conservado 
en LiRos3 (Ala39) y LiRos1 pero no en LiRos2, mientras que el segundo está 
conservado en LiRos3 (Gly333) y LiRos2 pero no en LiRos1. Además, existen varios 
residuos conservados entre los transmembranas de LiRos2 y LiRos3 que no lo están en 
LiRos1, por lo que no disponemos de datos suficientes para explicar el patrón de 
interacción observado. Se requeriría de un análisis más profundo para determinar qué 
residuos son esenciales para la unión a LiMT. 
 

Por último, el lazo exoplasmático de LiRos3 no es intercambiable por los lazos de 
LiRos1 o LiRos2, ya que las proteínas quiméricas L1R3 y L2R3 no interaccionan con 
LiMT (Fig. 55). Esto indica que, además de los ocho residuos que se han identificado en 
esta tesis doctoral, debe haber otros residuos en este dominio que sean críticos para que 
se produzca una correcta interacción con LiMT y que determinen la especificidad de 
reconocimiento. Anteriormente se había descrito un residuo de serina que participaba en 
la interacción de Lem3p con Dnf1p y Dnf2p (Puts et al., 2012), pero en LiRos3 está 
sustituido por una alanina (Ala173). 
 

En su conjunto, estos resultados concuerdan con otros estudios llevados a cabo con 
otras proteínas Cdc50 (Coleman y Molday, 2011; Takahashi et al., 2011; Puts et al., 
2012), que sugieren que existe una amplia superficie de interacción entre las proteínas 
Cdc50 y las P4-ATPasas, y que muchas de las interacciones que se producen son 
necesarias para el ensamblaje del complejo y el transporte de fosfolípidos (Coleman et 
al., 2013). 
 
 

III.3. Contribución de LiRos3 en el transporte de fosfolípidos 
 

Aunque se haya observado que existen numerosas interacciones entre las P4-
ATPasas y las proteínas Cdc50, y que éstas poseen un papel de vital importancia 
durante el ciclo de reacción de las P4-ATPasas, aún se desconoce cuál es exactamente la 
función que las proteínas Cdc50 ejercen durante la translocación de fosfolípidos 
(Coleman et al., 2013). Para ello, será necesaria la realización de mayores 
investigaciones bioquímicas y estructurales. Hasta la fecha, se ha descrito que las 
interacciones entre las P4-ATPasas y las proteínas Cdc50 son esenciales para la 
fosforilación de la flipasa y que la afinidad entre ambas subunidades fluctúa durante el 
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ciclo catalítico, alcanzando un máximo en el estado E2P en presencia del fosfolípido 
(Lenoir et al 2009; Puts et al., 2012). 
 

Es posible que las proteínas Cdc50 contribuyan activamente en el transporte 
catalizado por las flipasas, habiéndose sugerido que podrían ayudar a que se produzca la 
unión del fosfolípido a la P4-ATPasa o que podrían abrir un camino por el que se 
produciría la translocación de los fosfolípidos a través de la membrana (Lenoir et al., 
2009; van der Mark et al., 2013). La denominada "ruta clásica" propone que los 
fosfolípidos se transportan a través del interior de las P4-ATPasas, al igual que sucede 
con los iones transportados por otras ATPasas tipo P. En este contexto, se ha sugerido 
que las proteínas Cdc50 podrían participar en el estado de oclusión que tiene lugar 
durante el ciclo de reacción de estas proteínas (van der Mark et al., 2013), en el que la 
molécula transportada se queda bloqueada de manera transitoria en el interior de la 
proteína. 
 

Las proteínas Cdc50 aportan dos hélices transmembrana adicionales a las diez que 
constituyen el dominio M del transportador. Es interesante destacar que la translocación 
de fosfolípidos solo se ha observado en aquellas P4-ATPasas que interaccionan con 
proteínas Cdc50 y que los transportadores ABC relacionados con el transporte de 
fosfolípidos también contienen doce regiones transmembrana (López-Marqués et al., 
2015). Serían necesarios más estudios para poder determinar si estas doce hélices 
constituyen la estructura mínima necesaria para el transporte de fosfolípidos pero, por el 
momento, se ha sugerido que este aumento en la estructura debido a las proteínas Cdc50 
podría modular la afinidad de las P4-ATPasas por su sustrato, de manera análoga a 
como se ha descrito para las subunidades de las Na+/K+ y H+/K+ ATPasas (Jorgensen et 
al., 2003; Geering, 2005). 
 

Como se ha observado en los ensayos de actividad flipasa descritos en esta tesis 
doctoral, esto podría estar sucediendo en el complejo LiMT-LiRos3 de Leishmania 
infantum, ya que la mutación Q16L en LiRos3 conlleva un descenso en la KM aparente 
para el análogo de fosfatidilcolina NBD-PC. Parece poco probable que las proteínas 
Cdc50 se unan directamente a la molécula que es transportada, ya que la especificidad 
de sustrato depende exclusivamente de las P4-ATPasas (López-Marqués et al., 2010; 
Baldridge y Graham, 2012). Sin embargo, esta mutación en LiRos3 podría alterar la 
interacción que presenta con LiMT mientras tiene lugar su ciclo de reacción, 
especialmente durante el estado conformacional E2P, en el que esta interacción es más 
intensa (Lenoir et al., 2009). Esto podría implicar una modificación del estado 
conformacional E2P de LiMT y alterar de esta manera su afinidad por el sustrato. Es 
lógico pensar que un descenso en la afinidad conlleve en consecuencia una menor tasa 
de transporte. Sin embargo, esta menor actividad flipasa puede suceder también cuando 
aumenta la afinidad, como se observó en todas las líneas que contenían la mutación 
Q16L, puesto que incrementar la afinidad por el sustrato en la cara exocitoplasmática 
tiende a que se reduzcan las conformaciones en las que la P4-ATPasa está unida a su 
sustrato en la cara citoplasmática (Stone et al., 2012). 
 

Por otro lado, se ha sugerido que el dominio N-terminal de las proteínas Cdc50 
interviene en el ciclo de reacción de las P4-ATPasas (Coleman y Molday, 2011). El 
intercambio del dominio N-terminal de la proteína CDC50A por el de CDC50B da lugar 
a un ligero incremento en la afinidad por PS y a una reducción en la actividad de 
ATP8A2, disminuyendo la sensibilidad a vanadato, un inhibidor de las ATPasas tipo P 
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que interacciona con el estado E2. En esta tesis doctoral se han identificado algunos de 
los residuos que podrían ser clave para esta función, ya que mutaciones no 
conservativas en los residuos Ile14, Gln16, Gln17 y Leu19 de LiRos3 implican un 
importante descenso en la actividad flipasa de los promastigotes analizados. Estos datos 
refuerzan la hipótesis de que el dominio N-terminal de las proteínas Cdc50 podría 
encontrarse en contacto directo con el dominio P de las P4-ATPasas, siendo capaz de 
influir en la estabilización del estado E2P de forma similar a lo descrito para la 
subunidad beta de la H+/K+ ATPasa, donde el dominio citosólico previene la reversión 
de E2P a E1P (Abe et al., 2009). 

 
A pesar del indudable valor que poseen los estudios funcionales realizados en esta 

tesis doctoral para caracterizar la proteína LiRos3, no hay que olvidar que se han 
llevado a cabo utilizando células completas. Para estudiar con detalle la actividad y las 
propiedades funcionales de una enzima, un requisito necesario es su purificación en su 
forma activa, por lo que, para una inequívoca demostración de la implicación directa de 
LiRos3 en el transporte de lípidos, se requeriría la reconstitución de las proteínas LiMT 
y LiRos3 purificadas activas en proteoliposomas. Esta tarea resultaría de gran 
complejidad debido a la dificultad que supone purificar proteínas de membrana, la 
insolubilidad en agua de los sustratos requeridos y la necesidad de purificar dos 
subunidades a las que cabe la posibilidad de que existan unidas otras proteínas 
accesorias. En este sentido, solo se han podido purificar y reconstituir de manera 
funcional las P4-ATPasas ATP8A2 de humanos y Drs2p de levaduras (Coleman et al., 
2009; Zhou y Graham, 2009), lo que ha permitido comprobar que en estos dos 
transportadores no se requieren más proteínas aparte de la P4-ATPasa y su subunidad de 
la familia Cdc50 para la translocación de fosfolípidos. 
 
 

IV. Interacción de la miltefosina con su complejo de 
transporte 
 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral pueden tener otras potenciales 
aplicaciones aparte del avance que suponen en la caracterización de las proteínas Cdc50 
y el interés que representan por la posibilidad de que puedan ser extensibles a otros 
miembros de esta familia. Por citar un primer ejemplo relacionado con el organismo 
modelo utilizado en los ensayos descritos, puede mencionarse que estos resultados 
podrían servir de punto de partida para realizar otras mutaciones o construcciones 
quiméricas que ayuden a comprender cómo se produce la interacción de la MLF con su 
complejo de transporte en Leishmania. La conformación tridimensional de la unión de 
las P4-ATPasas con sus ligandos se podría determinar mediante cristalografía de rayos 
X, pero esto aún no ha sido posible. A la espera de que esto suceda, estos datos podrían 
ser complementarios a los que se han obtenido recientemente empleando herramientas 
de biología estructural computacional (Singh y Mandlik, 2015), que permiten realizar 
modelización de proteínas, estudiar la dinámica asociada con sus diferentes dominios y 
usar activadores e inhibidores para alterar su funcionamiento. 
 

Para poder realizar el método computacional conocido como acoplamiento 
molecular o docking, cuyo objetivo es determinar las formas de unión entre ligandos y 
proteínas, es necesario conocer experimentalmente cuál es su estructura. Por ello, tanto 
los estudios mutacionales como computacionales podrían ser utilizados para desarrollar 
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de manera racional nuevos compuestos que sean transportados por este complejo de 
transporte con el objetivo de mejorar el perfil farmacológico, farmacocinético y de 
seguridad de la MLF, o para disponer de alternativas terapéuticas en caso de aparición 
de resistencias. Por ejemplo, se ha investigado recientemente mediante estas técnicas la 
posibilidad de emplear en un futuro activadores del complejo de L. major LmjMT-
LmjRos3, con el objeto de mejorar la tasa de captación del fármaco por los parásitos e 
incrementar así la efectividad del tratamiento (Singh y Mandlik, 2015). 
 
 

V. Resistencia a miltefosina en Leishmania 
 
V.1. Empleo de la miltefosina para la leishmaniasis: necesidad de 
mecanismos de control 
 

Como ya se ha avanzado en el apartado anterior, los resultados obtenidos pueden 
encontrar aplicación en el ámbito de la leishmaniasis. Esta enfermedad olvidada afecta 
principalmente a países en vías de desarrollo, en los que el nivel de pobreza es elevado 
y la malnutrición incrementa el riesgo de que aparezcan las manifestaciones clínicas. 
Las políticas sobre el uso de fármacos contra la leishmaniasis deben estar revisándose 
continuamente para lograr mejores tasas de curación y alargar la vida útil de los pocos 
fármacos disponibles. Se están llevando a cabo programas que tienen por objetivo 
eliminar la leishmaniasis visceral (LV) en el subcontinente Indio, pero para ello es 
necesario mejorar la farmacovigilancia y monitorizar la efectividad de los tratamientos 
(Joshi et al., 2008; Rijal et al., 2013). Como las alternativas terapéuticas son escasas, 
comprender las bases del fallo terapéutico y desarrollar métodos para detectar este 
fenómeno, ayudará a proteger los fármacos existentes y sugerir el tratamiento más 
adecuado. 

 
La introducción de la MLF representó un importante avance en el tratamiento de la 

leishmaniasis debido a las ventajas que conlleva su administración oral, pero la 
posibilidad de aparición de resistencias constituye una seria amenaza para que este 
fármaco pueda tener una larga vida terapéutica. Por ello, dentro de los mecanismos 
dirigidos a controlar la leishmaniasis, resulta muy importante introducir medidas para 
prevenir la generación de parásitos con altos valores de resistencia a MLF, entre los que 
podrían incluirse aquellos con un defecto en la captación del fármaco debido a la 
inactivación del complejo de transporte LiMT-LiRos3. 

 
El porcentaje de curación de la leishmaniasis en la India con el empleo de la MLF 

ha experimentado un descenso desde que se realizaron los ensayos clínicos en fase III 
(Sundar et al., 2012). Existe preocupación por el empleo de la MLF en este país, donde 
es un medicamento de venta libre disponible en el sector privado y está poco sujeto a 
control de uso (Sundar y Murray, 2005; Sundar y Olliaro, 2007). Por ello, dentro del 
programa de eliminación de la LV se ha recomendado una mayor supervisión por parte 
de los poderes públicos de la distribución del medicamento y del seguimiento del 
tratamiento, para poder alargar la vida útil de la MLF (Dorlo et al., 2012a). Esto 
implicaría llevar a cabo una monitorización que permitiese verificar tras el tratamiento 
con el fármaco, y en los meses posteriores, si los pacientes realmente se han curado 
(Malaviya et al., 2011; Ostyn et al., 2014). 
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El control del cumplimiento de los regímenes de tratamiento frente a la LV, así 
como de su eficacia clínica, no están tan bien estandarizados como ocurre con los 
tratamientos frente a otras enfermedades infecciosas como la tuberculosis o la malaria 
(Rangan, 2003; Price et al., 2007; Rijal et al., 2013). La rápida recuperación que 
experimentan los pacientes al ser tratados con MLF, unida a su alto coste y sus efectos 
adversos gastrointestinales, motiva a algunos pacientes a abandonar el tratamiento antes 
de tiempo o a no cumplir correctamente las pautas de dosificación. Todo esto, unido a 
que el tratamiento con MLF dura 28 días y la vida media del compuesto en plasma, 
superior a 150 h, es también muy larga, conlleva una alta probabilidad de aparición de 
resistencias debido a la persistencia de niveles subterapéuticos del fármaco durante 
varios meses después de que finalice el tratamiento (Bryceson, 2001; Sundar y Murray, 
2005; Dorlo et al., 2008b; Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). Esto podría aumentar 
el número de pacientes que no respondan al tratamiento, especialmente en zonas con 
transmisión antroponótica. 

 
De hecho, en los últimos años se están registrando numerosos casos de pacientes 

inmunocompetentes tratados con MLF frente a LV y LC que han sufrido recaídas 
(Calvopina et al., 2006; Zerpa et al., 2007; Pandey et al., 2009; Rijal et al., 2013; Ostyn 
et al., 2014). En aislados clínicos obtenidos antes y después del tratamiento con MLF se 
ha podido comprobar que los parásitos se vuelven más tolerantes al fármaco tras su 
exposición al mismo, presentando una sensibilidad 2 veces menor al finalizar el 
tratamiento (Prajapati et al., 2013). Esta mayor tolerancia no se asocia por el momento 
con fallo terapéutico ni se considera como una verdadera resistencia, pero podría ser la 
base para la aparición de cepas resistentes si estas cepas tolerantes a MLF se fuesen 
transmitiendo entre humanos (Rijal et al., 2013; Prajapati et al., 2013; Rai et al., 2013; 
Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). 

 
La aparición de resistencia a MLF puede ser más probable en los casos de 

coinfección con VIH (Hendrickx et al., 2015b), debido a la dificultad que tienen los 
pacientes para eliminar a todos los parásitos. Hay que tener en consideración que esto 
podría ser un problema en el suroeste de Europa, donde hasta un 9% de los pacientes 
con SIDA adquieren o se les reactiva la LV por fallo terapéutico. 

 
Por otra parte, en países como España se utiliza la MLF para el tratamiento de la 

leishmaniasis canina, lo que podría incrementar el problema de la aparición de 
resistencias (Gamarro et al., 2013). Los perros son el principal reservorio de L. infantum 
en Europa. Al ser tratados, incluso en terapia combinada con alopurinol, no terminan de 
eliminar los parásitos (Manna et al., 2009), razón por la cual se ha propuesto que este 
fármaco no se debería administrar en perros (Gamarro et al., 2013), para evitar la 
posible aparición y propagación de resistencias a MLF. Al igual que sucede al 
administrar MLF en pacientes con VIH, un tratamiento de larga duración implica que 
existan parásitos sometidos a una continua presión de selección a causa del fármaco.  
 

Por otro lado, también hay que considerar la creciente movilidad de personal 
occidental a áreas endémicas deprimidas y en conflicto bélico, así como la llegada de 
inmigrantes procedentes de áreas endémicas (Mansueto et al., 2014b), lo que podría 
contribuir a la propagación de los posibles casos de resistencia. Por ejemplo, los 
gobiernos alemán y canadiense aprobaron el empleo de MLF para el tratamiento de la 
leishmaniasis en soldados destinados a áreas endémicas como Irak y Afganistán (van 
Thiel et al., 2010). 
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Por todo lo expuesto anteriormente, se requiere actuar urgentemente para evitar la 
posible aparición de resistencias a MLF y frenar su propagación (Gamarro et al., 2013; 
Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). Entre las estrategias propuestas, se encuentran las 
siguientes: el establecimiento de programas de educación para individuos en riesgo, 
médicos y agencias gubernamentales responsables del control de la leishmaniasis; la 
observación del cumplimiento del tratamiento; la adecuación de las dosis de MLF al 
peso y a la edad del paciente; la evaluación de la sensibilidad a MLF en las diferentes 
áreas endémicas con anterioridad a su empleo masivo, y la administración del fármaco 
en terapia combinada. Este último punto resulta de especial relevancia, existiendo un 
amplio consenso respecto a la necesidad de su implantación (van Griensven et al., 
2010). Se han obtenido muy buenos resultados en diversos ensayos clínicos en los que 
se combinó MLF con anfotericina B o paromomicina (Sundar et al., 2008, 2011a y 
2011b), lo que ha conducido a que estas asociaciones constituyan en la actualidad uno 
de los tratamientos de elección para la leishmaniasis en el subcontinente indio (Sundar y 
Chakravarty, 2015a). Gracias a las mismas, se ha observado que la duración del 
tratamiento con MLF se puede reducir a 7-14 días, lo que favorece que se produzca un 
mayor grado de cumplimiento del tratamiento por parte del paciente. 

 
 

V.2. Importancia del complejo de transporte de miltefosina en la 
resistencia natural a miltefosina 
 

Se conocen diversas causas por las que Leishmania puede generar resistencia a 
MLF in vitro, entre las que pueden destacarse algunas como el eflujo del fármaco, la 
disminución en la entrada al parásito por defectos en el complejo LiMT-LiRos3 o la 
capacidad de evitar que se desencadene la muerte celular similar a la apoptosis que 
origina el fármaco. 

 
Es posible que la MLF tenga múltiples dianas intracelulares, por lo que no cabe 

esperar altos niveles de resistencia cuando se producen mutaciones o se altera el nivel 
de expresión de una única diana, tal y como se ha observado en diversos estudios 
(Vergnes et al., 2007; Singh et al., 2008; Choudhury et al., 2008). Por el contrario, al 
producirse defectos en el complejo de transporte de MLF sí se producen altos niveles de 
resistencia, debido a que el fármaco es incapaz de alcanzar sus dianas. 

 
Con frecuencia, en la resistencia a fármacos intervienen varios factores. En un 

estudio reciente, Mishra y Singh fueron los primeros en observar que el mecanismo de 
resistencia a MLF podría ser multifactorial (Mishra y Singh, 2013). Analizando el 
transcriptoma mediante PCR en tiempo real, estos autores observaron niveles de 
expresión de LdMT y LdRos3 mucho menores en una línea resistente a MLF respecto a 
una línea sensible (14,2 y 53,4 veces, respectivamente). Por el contrario, la línea 
resistente expresaba niveles mayores de diversas proteínas implicadas en la respuesta al 
estrés oxidativo. Aunque estudiar el transcriptoma tiene menos relevancia que estudiar 
el proteoma, puesto que la regulación de la expresión génica en Leishmania es 
fundamentalmente post-transcripcional (Clayton y Shapira, 2007; revisado por Kramer, 
2012), esta observación pone de manifiesto que defectos en el complejo de transporte de 
MLF podrían ir acompañados de aumentos en otras proteínas que puedan ayudar al 
parásito a hacer frente a los efectos de la MLF. Se necesitarían más estudios 
metabólicos y proteómicos para poder confirmar esta resistencia multifactorial. 
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Se tiene un conocimiento escaso de los mecanismos mediante los que los aislados 
clínicos pueden adquirir una mayor tolerancia al fármaco, por lo que sería de gran 
interés conocer las causas moleculares por las que esto sucede. Otro estudio reciente 
apunta a que efectivamente puede tratarse de un proceso multifactorial (Carnielli et al., 
2014). Estos autores analizaron el proteoma de aislados clínicos procedentes de dos 
pacientes que habían sido tratados con MLF, uno de los cuales se había curado y otro 
que había experimentado una recaída. Los pacientes padecían LV y procedían de Brasil, 
donde el agente causal es L. chagasi = L. infantum. La tasa de curación observada 
empleando la MLF frente a la LV en Brasil es tan solo del 43% con el régimen estándar 
de tratamiento, aunque este ensayo clínico no se ha publicado todavía. Los autores 
asociaron el fallo terapéutico con una resistencia del parásito al fármaco, ya que la cepa 
aislada del paciente que se había curado era sensible a MLF, mientras que la del 
paciente que no se había curado era resistente. Al estudiar el proteoma de estas cepas, se 
observaron en la cepa resistente mayores niveles de expresión de proteínas relacionadas 
con la homeostasis redox, la respuesta al estrés celular o la protección frente a la 
apoptosis. Los autores no comunicaron que existiesen diferencias de expresión de las 
proteínas que constituyen el complejo de transporte de MLF. Sin embargo, no se puede 
descartar que la resistencia a MLF en el caso de fallo terapéutico se pueda deber a una 
menor expresión del complejo de transporte a nivel de la membrana plasmática, al igual 
que se ha descrito para explicar la resistencia intrínseca de L. braziliensis, agente causal 
de la LC en Brasil (Sánchez-Cañete et al, 2009). Los parásitos resistentes de este 
estudio podrían tener un nivel de expresión global del complejo de transporte de MLF 
similar al de los parásitos sensibles, pero podrían presentar alguna mutación en 
cualquiera de las dos proteínas que afectase a su llegada a la membrana plasmática o a 
su funcionalidad, al igual que se ha observado en muchas de las líneas analizadas a lo 
largo de esta tesis doctoral. 

 
Las cepas presentes en Brasil podrían presentar de manera intrínseca una resistencia 

natural a la MLF basada en defectos en el complejo de transporte del fármaco. Pese a 
ello, los parásitos incorporarían el fármaco, aunque en menor grado respecto a otras 
especies o cepas más sensibles presentes en otras zonas del planeta. Esto podría hacer 
que, con el tiempo, los parásitos puedan ir adaptándose al fármaco, expresando una 
mayor cantidad de diversas proteínas implicadas en su detoxificación y en la protección 
frente a la apoptosis, lo que explicaría que, en un primer momento, los pacientes 
presenten una curación aparente, pero experimenten recaídas con el tiempo. En la India, 
las cepas de L. donovani podrían presentar una mejor actividad de incorporación del 
fármaco, lo que contribuiría a una eliminación más efectiva del parásito. Por eso, las 
tasas de curación observadas frente a la LV en este país han sido superiores al 90%. Sin 
embargo, actualmente se podrían haber generado mutaciones en el complejo de 
transporte del fármaco o se podrían haber producido adaptaciones a sus efectos tóxicos 
que se estén propagando por la población, debido a la transmisión antroponótica que 
tiene lugar en la India, lo que explicaría las tasas de recaídas de hasta el 20% que se 
están produciendo en los últimos años. 

 
Los antecedentes en el estudio del complejo de transporte de MLF realizado en 

nuestro laboratorio indican que el tratamiento con MLF podría generar la aparición de 
resistencias. Los defectos en este complejo y la consecuente reducción en la captación 
del fármaco podrían ser la forma más sencilla de obtener altos niveles de resistencia a 
MLF. En las líneas resistentes a MLF generadas en nuestro laboratorio tras ser 
sometidas a la presión selectiva del fármaco siempre se ha desarrollado este mecanismo 
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de resistencia (Seifert et al., 2003; Pérez-Victoria et al., 2003b y 2006a). Además, en un 
estudio realizado a partir de un aislado clínico de un paciente inmunodeprimido, 
coinfectado con VIH y L. infantum, se ha encontrado una cepa resistente después del 
tratamiento con el fármaco que contenía una mutación del transportador de MLF LiMT 
(L832F) (Cojean et al., 2012). La aparición de mutaciones puntuales inactivantes en un 
único gen (aunque tenga que suceder en los dos alelos) es mecanísticamente más 
sencilla que la desregulación de la expresión de un gen o la sobreexpresión de una 
proteína. Además, debe considerarse que, una vez generado, el fenotipo que resulta es 
estable y se transmite a las generaciones siguientes, a diferencia de lo que ocurre con la 
regulación de la expresión génica, que se suele perder a lo largo del tiempo. Al ser 
Leishmania un organismo diploide, la pérdida de uno de los alelos de cualquiera de las 
dos proteínas del complejo de transporte de MLF solo reduce a la mitad la sensibilidad 
del parásito frente al fármaco. Sin embargo, la pérdida del segundo alelo conlleva la 
generación de parásitos altamente resistentes, al ser totalmente incapaces de llevar a 
cabo la translocación de MLF (Pérez-Victoria et al., 2006a). 
 
 
V.3. Marcadores de resistencia a miltefosina 
 

Ante la llegada de la medicina personalizada, cada vez resulta de mayor 
importancia comprender los mecanismos moleculares por los que se producen 
variaciones en las respuestas a los fármacos. En el caso concreto desarrollado en esta 
tesis doctoral, comprender con mayor profundidad la estructura y el funcionamiento del 
complejo de transporte de MLF podría facilitar el desarrollo de estrategias para evitar la 
resistencia a MLF en Leishmania, puesto que la respuesta al fármaco podría variar entre 
individuos como consecuencia de alteraciones en la expresión del complejo de 
transporte. 
 

Conocer el mecanismo de resistencia es esencial para poder identificar marcadores 
de resistencia a un fármaco. Su empleo facilitaría la identificación de parásitos 
resistentes en aislados clínicos y ayudaría a diseñar estrategias que conduzcan a un uso 
más racional del fármaco y alargar consecuentemente su vida útil, permitiendo hacer 
frente a la aparición y propagación de resistencias. Los estudios de resistencia 
realizados in vitro, como los que se presentan en esta tesis doctoral, proporcionan una 
información adecuada para comprender los mecanismos de resistencia que se podrían 
presentar en los aislados clínicos resistentes a MLF. Concretamente, en este trabajo se 
proporciona mucha información que podría servir para el futuro análisis de las 
mutaciones presentes en el complejo de transporte de MLF procedentes de aislados 
clínicos de Leishmania de pacientes que no respondan al tratamiento con este fármaco. 
Por tanto, estos datos podrían ser de utilidad para la industria farmacéutica y para la 
OMS/TDR a la hora de diseñar ensayos moleculares sencillos y de alta sensibilidad que 
permitan detectar casos de resistencia, con el objetivo de mejorar el abordaje terapéutico 
de la leishmaniasis. 
 

Todavía no existen marcadores de resistencia a MLF identificados en aislados 
clínicos de Leishmania (Gamarro et al., 2013), pero el transportador de MLF es un 
firme candidato (Pérez-Victoria et al., 2006b; Coelho et al., 2014), debido a su papel 
esencial en la sensibilidad in vivo a MLF en Leishmania. Adicionalmente, los 
conocimientos sobre la estructura y función de su subunidad asociada LRos3 podrían 
también resultar de utilidad como marcador en el caso de producirse resistencia a MLF. 
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Cualquier mutación que sea capaz de inactivar el complejo de transporte de MLF, sea 
cual sea su efecto (alteraciones en el plegamiento o en el tráfico hacia la membrana 
plasmática, alteraciones importantes en algún dominio funcional de las proteínas, etc.), 
tendrá importantes y similares consecuencias en términos de resistencia a MLF. 
 

El análisis llevado a cabo en esta tesis doctoral con una amplia gama de líneas del 
parásito ha permitido comprobar que existe una clara correlación entre la captación de 
MLF y la sensibilidad al fármaco, como ya se había observado anteriormente (Pérez-
Victoria et al., 2006a; Sánchez-Cañete et al., 2009) (Fig. 56). 
 

 
Figura 56. Correlación entre la captación de miltefosina (MLF) y los valores de IC50 en L. infantum. 
Cada punto representa una de las diferentes líneas usadas en esta tesis doctoral. 
 
 

Hemos identificado mutaciones de LiRos3 que conducen a niveles de resistencia a 
MLF similares a los que se obtienen al anular la expresión del complejo de transporte de 
MLF, ya sea por pérdida del transportador o por pérdida de su subunidad asociada. Esta 
resistencia se ha observado además tanto en promastigotes como en amastigotes 
intracelulares de L. infantum, y muestra cómo determinadas mutaciones de LiRos3 
pueden originar parásitos resistentes a MLF in vitro. 
 

Sin embargo, cuando existe presión de MLF, es más probable que tenga lugar la 
inactivación de LiMT que la de LiRos3, posiblemente debido a que, aparte de que su 
tamaño es tres veces mayor, es de esperar que LiMT tenga más residuos implicados en 
la actividad catalítica, en el plegamiento de la proteína y/o en la interacción con LiRos3. 
De hecho, el número de aminoácidos conservados entre LiMT y otros miembros de las 
P4-ATPasas es mucho mayor que el que existe entre LiRos3 y otras proteínas Cdc50 
(Pérez-Victoria et al., 2006b). Además, de los resultados obtenidos en esta tesis se 
aprecia que incluso mutaciones en residuos altamente conservados en la familia Cdc50, 
no tienen por qué llevar aparejadas una pérdida sustancial de la actividad del complejo 
LiMT-LiRos3. La inactivación de la P4-ATPasa se ha observado en las líneas mutantes 
resistentes a MLF estudiadas anteriormente en nuestro laboratorio puesto que, de ocho 
líneas analizadas, solo una contenía mutaciones inactivantes en ambos alelos de 
LdRos3, e incluso esta línea tenía un alelo de LdMT inactivo (Pérez-Victoria et al., 
2006a). 
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En un estudio realizado en los últimos años no se han encontrado mutaciones de 
LiRos3 ni de su proteína homóloga de L. major al secuenciar el genoma de 
promastigotes obtenidos in vitro con alta resistencia a MLF (Coelho et al., 2012). 
Tampoco se han encontrado polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) en el gen 
homólogo de un aislado clínico procedente de un paciente infectado con L. amazonensis 
que no había sido tratado previamente con MLF, pero del que se vio que presentaba 
menor sensibilidad al fármaco respecto a las líneas salvajes (Coelho et al., 2014). Sin 
embargo, el número de líneas analizadas en estos dos estudios es muy reducido, por lo 
que no puede descartarse que puedan detectarse en un futuro mutaciones de LRos3 en 
parásitos procedentes de aislados clínicos. De heho, recientemente se ha demostrado en 
nuestro laboratorio que un aislado clínico de L. infantum, procedente de un paciente 
coinfectado con HIV con fallo terapéutico a MLF, es altamente resistente al fármaco 
debido a la deleción de un nucleótido que conduce a la pérdida de expresión de LiRos3 
(manuscrito sometido a publicación). 
 

En un reciente estudio proteómico realizado a partir de aislados clínicos sensibles y 
resistentes a MLF, no se han observado diferencias de expresión de ambas subunidades 
del complejo (Carnielli et al., 2014). Sin embargo, no se puede descartar que los 
parásitos resistentes tuviesen alterado el complejo de transporte, puesto que el análisis 
proteómico no sería de utilidad para detectar las mutaciones estudiadas en esta tesis 
doctoral, que se ha comprobado que no afectan a la estabilidad y expresión total de 
LiRos3. 
 

Por todo lo expuesto anteriormente, en la búsqueda de marcadores de resistencia, 
debe tenerse en consideración el análisis de la secuencia completa de los genes LiMT y 
LiRos3 en aquellos aislados clínicos que presenten baja sensibilidad a MLF, para buscar 
la presencia de mutaciones en residuos importantes ya identificados o en otros que 
pudieran identificarse en futuros trabajos. Resulta evidente que no es suficiente buscar 
las mutaciones descritas hasta la fecha, como se ha hecho en algún trabajo (Bhandari et 
al., 2012), sino que existen otras mutaciones que podrían producirse y dar como 
consecuencia la inactivación o la pérdida de función del complejo de transporte de 
MLF. Estos análisis podrían realizarse sobre las formas promastigotas, mucho más 
fáciles de cultivar que las amastigotas intracelulares, debido a que existe una clara 
correlación entre la sensibilidad a MLF de ambas, como se había observado 
anteriormente (Seifert et al., 2007; Sánchez-Cañete et al., 2009), y como se ha vuelto a 
confirmar durante esta tesis doctoral. Además, gracias a los anticuerpos específicos 
existentes frente a LiMT y LiRos3 se podría dilucidar si los niveles de expresión de 
estas proteínas a nivel total o a nivel de la membrana plasmática están relacionados con 
la variabilidad en la sensibilidad a MLF y comprobar si el fallo terapéutico se debe a 
defectos en el sistema de transporte de MLF. No obstante, los anticuerpos disponibles 
no permiten desarrollar un sistema sencillo de diagnóstico, ya que no reconocen la 
proteína en condiciones nativas, por lo que sería de utilidad desarrollar anticuerpos 
monoclonales que sí fuesen capaces de hacerlo y que pudiesen emplearse para 
cuantificar estas proteínas a nivel de la membrana plasmática mediante citometría de 
flujo. 
 

En el caso de que estos potenciales marcadores de resistencia permitan detectar la 
aparición de casos clínicos de verdadera resistencia, será necesario adoptar medidas 
tales como el empleo de fármacos o formulaciones alternativas, diseñar nuevos 
fármacos más eficaces (incluyendo aquellos que pudiesen restaurar el fenotipo de 
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sensibilidad a MLF, como posibles activadores de LiMT) y revisar las pautas de 
tratamiento con el objetivo de evitar la resistencia. 
 
 

VI. Consideraciones finales y perspectivas 
 

Los resultados de esta tesis doctoral proporcionan nuevos datos sobre el papel que 
determinados residuos de las proteínas Cdc50 desempeñan en el tráfico y en la actividad 
de los complejos que constituyen con las proteínas P4-ATPasas translocadoras de 
fosfolípidos. 
 

El modelo que se ha empleado cumple con las características que se han descrito 
como ideales para evaluar el efecto que tienen las mutaciones sobre la actividad de las 
P4-ATPasas (Stone et al., 2012): 
 
1) Actividad y especificidad del transportador bien caracterizadas (Pérez-Victoria et al., 
2003b y 2006a). 
2) Interacción con la subunidad beta bien caracterizada (Pérez-Victoria et al., 2006a; 
Sánchez-Cañete et al., 2009; Weingärtner et al., 2010). 
3) Ensayos robustos para medir cambios en estas características. 
 

Por tanto, la caracterización de la subunidad LiRos3 podría ser de gran utilidad para 
el estudio en otros organismos del mecanismo de transporte mediado por las P4-
ATPasas, ya que la mayoría de los residuos estudiados están conservados en todas las 
proteínas Cdc50 de levaduras y humanos. Entre estas aplicaciones, debido a su 
relevancia en el ámbito sanitario, podría destacarse el análisis molecular del mecanismo 
por el que se desarrolla la colestasis intrahepática familiar progresiva (PFIC), una 
enfermedad que está asociada a mutaciones en la P4-ATPasa humana ATP8B1, y que se 
ha estudiado recientemente realizando mutaciones en la proteína homóloga Dnf2p de 
levaduras (Stone et al., 2012). 

 
Por otro lado, debe tenerse en cuenta que las numerosas mutaciones que se han 

identificado afectan al sistema de transporte de MLF en Leishmania, implicando la 
generación de parásitos resistentes al fármaco. Debido al elevado empleo de este 
fármaco en el tratamiento de la leishmaniasis y al creciente descenso en su tasa de 
eficacia, es urgente adoptar medidas para frenar la posible aparición y propagación de 
resistencias a la MLF. Ante la necesidad de desarrollar marcadores de resistencia para 
monitorizar estos fenómenos, los resultados de esta tesis doctoral indican que el análisis 
de la secuencia del gen LiRos3 podría ser una buena herramienta. Los residuos 
importantes que se han identificado deberán tenerse en cuenta, ya que la existencia de 
mutaciones en los mismos podría ser indicativa de resistencia a MLF. 
  



 

 

 
  



 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 



Conclusiones 

 

- 173 - 
 

1. Se han generado promastigotes de Leishmania infantum mutantes nulos para el 
gen LiRos3, que se caracterizan por poseer una elevada resistencia a miltefosina 
debido a un importante defecto en la internalización del fármaco. 

2. Existen 22 residuos invariables en las proteínas Cdc50 de L. infantum, humanos 
y levaduras. Mutaciones no conservativas en ocho de estos residuos, localizados 
en el lazo exoplasmático de LiRos3, reducen drásticamente la interacción con 
LiMT y el tráfico del complejo de transporte de miltefosina hacia la membrana 
plasmática. La sustitución de otros residuos invariables afecta en menor grado al 
tráfico del complejo. 

3. Se han identificado mutaciones en cuatro residuos localizados en el dominio N-
terminal de LiRos3 y dos residuos del lazo exoplasmático que conllevan una 
reducción en la actividad flipasa llevada a cabo por el complejo de transporte de 
miltefosina. 

4. Una N-glicosilación parcial de LiRos3 supone un descenso en el transporte de 
miltefosina, mientras que un estado de total N-desglicosilación impide la 
correcta expresión del complejo LiMT-LiRos3 en la membrana plasmática de L. 
infantum. 

5. Los dominios amino y carboxilo terminal de LiRos3 no son esenciales para la 
interacción con LiMT, pero sí se requieren para que el complejo se pueda 
expresar en la membrana plasmática del párasito. 

6. Se han caracterizado diversas proteínas quiméricas constituidas por dominios de 
LiRos3 asociados con dominios de las otras proteínas Cdc50 de L. infantum: 
LiRos1 y LiRos2. Solamente la sustitución de los dominios amino terminal, 
primer transmembrana y carboxilo terminal de LiRos3 por los de LiRos1 genera 
proteínas funcionales. El intercambio de los dos primeros conlleva además una 
ganancia de función. 

7. El intercambio del segundo dominio transmembrana o del dominio 
exoplasmático de LiRos3 por los correspondientes dominios de LiRos1 y 
LiRos2 resulta en una pérdida de la interacción con LiMT. Han de existir otros 
residuos aún no identificados en los dominios transmembrana y exoplasmático 
de LiRos3 necesarios para mantener la estabilidad del complejo. 

8. La deficiencia en el tráfico de LiMT a la membrana plasmática lleva asociada 
una reducción en los niveles de expresión de la proteína. 

9. El estudio de la sensibilidad a miltefosina en formas amastigotas intracelulares 
de L. infantum sugiere que el efecto de las modificaciones de LiRos3 es 
independiente de la fase del ciclo de vida del parásito, así como de cambios de 
temperatura o fisiológicos de su entorno. En su conjunto, estos resultados ponen 
de manifiesto la utilidad de LiRos3 como marcador de resistencia a miltefosina.
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