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Resumen 

I 
 

  Los  protozoos  de  la  familia  Trypanosomatidae  incluyen  parásitos  responsables  de 

importantes  enfermedades  en  seres  humanos  y  animales  domésticos.  Trypanosoma  brucei 

(subespecies gambiense y rhodesiense), Trypanosoma cruzi, y Leishmania spp. son patógenos 

para  los  humanos  causando,  respectivamente,  la  tripanosomiasis  humana  africana  o 

enfermedad  del  sueño,  la  tripanosomiasis  americana  o  enfermedad  de  Chagas  y  la 

leishmaniasis  (en  sus  distintas manifestaciones  clínicas:  visceral,  cutánea  y mucocutánea). 

Otros  tripanosomátidos  (T.  b.  brucei,  T.  congolense  y  T.  vivax)  son  agentes  etiológicos  del 

Nagana  en  el  ganado,  ocasionando  una  grave  enfermedad  que  supone  un  obstáculo 

importante en el desarrollo económico de las áreas rurales afectadas. 

  El control de estas enfermedades  se basa en un arsenal  farmacológico muy  tóxico, 

anticuado y poco eficaz frente al que se han desarrollado resistencias clínicas. Debido a ello 

es  urgente  encontrar  nuevos  tratamientos.  Una  estrategia  atractiva  para  conseguir  este 

objetivo consiste en aprovechar diferencias bioquímicas entre estos organismos patógenos y 

el hospedador humano. El metabolismo del grupo hemo, un metabolito esencial en todos los 

organismos aeróbicos, constituye una de estas diferencias ya que  los tripanosomátidos son 

auxótrofos para el hemo y necesitan tomarlo del hospedador. 

  En  Leishmania  spp.,  el hemo puede  ser  captado  en  forma de hemoglobina, que  es 

endocitada tras unirse a su receptor, o en forma libre, a través de un mecanismo desconocido 

cuando  se  inició  el  trabajo.  Por  su  parte,  las  formas  sanguíneas  de  T.  brucei  solo  pueden 

captarlo en  forma de hemoglobina  (unida a haptoglobina), que  se  internaliza  también por 

endocitosis mediada por el receptor TbHpHbR. 

  El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral es el estudio del mecanismo de rescate 

de  hemo  por  protozoos  parásitos  tripanosomátidos,  auxótrofos  para  este  metabolito 

esencial, con el fin de identificar posibles nuevas dianas de acción terapéutica. 

  En este  trabajo  se muestra que  la entrada de hemo a  las  formas promastigotas de 

Leishmania  es mediada  por  un  transportador  específico  y  se  ha  identificado  una  proteína 

localizada  en  la  membrana  plasmática,  LmFLVCRb,  que  contribuye  a  esta  función.  Este 

transportador podría ser una nueva diana terapéutica ya que  la eliminación de un solo alelo 

del gen LmFLVCRb disminuye la virulencia del parásito en un modelo murino de leishmaniasis. 

Por otra parte, se muestra que tanto Leishmania spp. como Trypanosoma brucei rescatan el 

hemo proveniente de la hemoglobina endocitada a través de transportadores HRG (LmHR1 y 
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II 
 

TbHRG)  localizados  en  los  compartimentos  endolisosomales.  Como  estas  proteínas  son 

esenciales  en  ambos  parásitos  y  presentan  un  bajo  grado  de  similitud  con  su  ortólogo 

humano,  pueden  suponer  una  nueva  diana  de  actuación  para  la  lucha  contra  estas 

enfermedades. De hecho, se ha puesto a punto un ensayo en levaduras que permite llevar a 

cabo un cribado de alto  rendimiento dirigido a diana dentro de un contexto celular. Como 

prueba  de  concepto  se  ha  cribado  una  colección  de  fármacos  de  reposición  y  se  han 

identificado  inhibidores  de  estos  transportadores  HRG  con  una  actividad  tripanocida  y 

leishmanicida en el orden nanomolar.  
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incorporado a  las hemoproteínas del parásito. Aunque  las formas sanguíneas de T.brucei no 

expresan  citocromos  de  la  cadena  respiratoria,  contienen  hemoproteínas  tales  como 

citocromos P450 y b5 (Pays and Vanhollebeke 2009) o CYP51 (Lepesheva, Park et al. 2010), y 

la captación de hemoglobina por este receptor podría satisfacer este requerimiento de hemo 

del  parásito  (Vanhollebeke,  De  Muylder  et  al.  2008).  De  hecho,  recientemente  se  ha 

demostrado la esencialidad de la hemoproteína CYP51 en las formas sanguíneas del parásito 

(Dauchy, Bonhivers et al. 2016). Sin embargo, es posible que exista un mecanismo adicional 

de  rescate  de  hemo,  ya  que  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,    el  crecimiento  de  los 

tripanosomas  no  se  ve  completamente  comprometido  tanto  in  vitro  como  in  vivo 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008), (DeJesus, Kieft et al. 2013),  

Las formas procíclicas de T. brucei necesitan incorporar hemo desde el hospedador, y 

aunque se ha descrito que lo toman como hemo libre (Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008), 

hasta la fecha no se ha descrito el mecanismo implicado en su captación. 

En  este  trabajo  hemos  caracterizado  la proteína  TbHRG  ,  análogo  de  las proteínas 

HRG de Leishmania spp. y T. cruzi, en las formas sanguíneas de Trypanosoma brucei, y hemos 

estudiado  su  papel  en  la  homeostasis  del  hemo  en  este  organismo  auxótrofo  para  este 

nutriente esencial.  
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El objetivo fundamental de esta tesis es el estudio del mecanismo de rescate de hemo 

por  los  protozoos  parásitos  Leishmania  spp.  y  Trypanosoma  brucei,  auxótrofos  para  este 

metabolito esencial, con el fin de identificar posibles nuevas dianas de acción terapéutica. 

Para ello, los objetivos específicos han sido: 

a) La  caracterización  del  mecanismo  de  captación  del  grupo  hemo  en  especies  de 

Leishmania  responsables  de  causar  leishmaniasis  cutánea  (L.  major)  y  visceral  (L. 

donovani).  

b) La identificación y caracterización de transportadores de la membrana plasmática de 

Leishmania involucrados en la entrada de hemo.  

c) La  caracterización  del mecanismo  de  rescate  de  hemo  en  Leishmania  y  T.  brucei  a 

partir de la hemoglobina endocitada.  

d) La validación como diana terapéutica de las proteínas responsables de este tráfico de 

hemo tanto en Leishmania como en T. brucei. Para ello hemos estudiado el efecto de 

la bajada de expresión de los genes  identificados tanto en la proliferación in vitro de 

los parásitos como en su capacidad para generar la enfermedad en modelos animales.  

e) El  desarrollo  de  metodologías  que  faciliten  el  cribado  de  alto  rendimiento  de 

inhibidores de las dianas identificadas.  

f) Validar  esta metodología  realizando  un  estudio  piloto  con  una  pequeña  librería  y 

estudiar el efecto antiparasitario de  los  inhibidores de  los transportadores de hemo 

identificados. 
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1.1.7. Oocitos 

Para  la obtención de  los oocitos,  se utilizaron  ranas hembra de  la especie Xenopus 

laevis  (Regine  Olig,Hamburgo,  Alemania)  preparadas  para  la  producción  espontánea  de 

oocitos.  Las  ranas  se mantuvieron  en  tanques  con  agua  y  condiciones  controladas de pH, 

dureza,  contenido  en  nitratos,  nitritos  y  cloro,  se  alimentaron  con  pienso  Xenopus  XE40 

(Mucedola, Milán,  Italia) e hígado de rata y se manipularon según  las especificaciones de  la 

Comunidad Europea (86/609/EEC y2003/65/EC) y la normativa española vigente para el uso y 

cuidado de animales utilizados en experimentación (RD 1201/2005, BOE 252/34367‐91, 2005).  

1.2. Plásmidos utilizados  
 

1.2.1. Plásmidos de clonaje 

pGEM‐T  (Promega):  es  un  vector  que  posee  residuos  de  desoxitimidina  en  los 

extremos  3’.  Diseñado  para  el  subclonado  y  secuenciación  de  fragmentos  de  ADN 

amplificados por PCR por una enzima polimerasa que añada una cola de residuos poli Alanina. 

pENTR/D‐TOPO (Invitrogen): es un vector que permite el clonaje de forma dirigida de 

productos  de  PCR  entre  dos  sitios  de  recombinación  concretos,  utilizado  en  la  tecnología 

Gateway. 

 

1.2.2. Plásmidos de expresión en levaduras 

pYESDEST52:  vector  de  expresión  inducible  para  levaduras,  con  un  promotor 

Galactosa. 

pDR: vector de expresión constitutiva para levaduras, que permite crear proteínas de 

fusión a GFP en el extremo carboxilo terminal. 
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Vectores pXG: vector de expresión constitutiva para Leishmania spp.  (Strain B1288), 

presentando según el caso el gen de resistencia a la higromicina B (hph) o a geneticina (G418) 

(neo). 

Vectores pXG‐/GFP+: vector de expresión constitutiva para Leishmania major  (strain 

B2863), que permite crear proteínas de fusión a GFP en el extremo carboxilo terminal. Este 
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vector posee el gen neo, que codifica la neomicina fosfotransferasa que confiere resistencia a 

geneticina (G418)(Ha, Schwarz et al. 1996). 

Los plásmidos de expresión en Leishmania major fueron cedidos por el Dr. Stephen M. 

Beverley (Washington University, St Louis, MO, U.S.A.). 

 

1.2.4. Plásmidos de expresión en Trypanosoma brucei 

P2T7BlueHygro:  vector  de  expresión  para  Trypanosoma  brucei,  para  el  ARN 

interferente, y que confiere resistencia a higromicina B. 

pLEW100:  vector  de  expresión  inducible  para  Trypanosoma  brucei,  inducible  con 

doxociclina y que confiere resistencia al fármaco fleomicina. 

pGR108:  vector  de  expresión  constitutiva  para  Trypanosoma  brucei,  y  que  confiere 

resistencia al fármaco puromicina. 

 

1.2.5. Plásmido de expresión en oocitos 

pcDNA  3.1. Hygro: plásmido  recombinante utilizado  como molde para  la  síntesis  in 

vitro del ARNm de las proteínas LmFLVCRb y LmFLVCRbGFP para su expresión en los oocitos, 

confiere resistencia a higromicina B. 

1.3. Medios de cultivo 

1.3.1. Medios de cultivo para bacterias 

Medio LB  líquido: Bacto‐Triptona 1 % (p/v), NaCl 1 % (p/v), extracto de  levadura 0,5 % 

(p/v) y ajustar a pH 7 con NaOH. Esterilizado en autoclave. 

Medio LB agar: Bacto Agar al 1,5 % en LB líquido. Esterilizado en autoclave. 

1.3.2. Medios de cultivo para levaduras. 

Medio  YPD/YPG  líquido:  Medio  completo,  compuesto  por  peptona  20  g/l, 

glucosa/galactosa 20 g/l y extracto de levadura 10 g/l. Esterilizado en autoclave. 

Medio YPD/YPG sólido: Bacto Agar al 1,5 % en el medio YPD/YPG  líquido. Esterilizado 

en autoclave. 

Medio SC‐Ura  líquido: Medio mínimo,  compuesto por Yeast Nitrogen Base without 

Aminoacids  (Difco)  6,7  g/l,  Yeast  Synthetic  Drop‐out Medium  Supplements without Uracil 

(Sigma‐Aldrich)  1,87 g/l, MES  (Sigma‐Aldrich)  3,9 g/l.  Se  ajusta  con NaOH pH  a  5,7.  Tras  su 
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esterilización en   autoclave   se suplementa con glucosa al 2 % o galactosa al 2 % y rafinosa al 

0,4 %. La solución de los azúcares se prepara 10x y se esteriliza por filtración.  

Medio SC‐Ura sólido: Bacto Agar al  1,5 % en el medio SC‐Ura  líquido. Esterilizado en 

autoclave. 

1.3.3. Medios de cultivo para Leishmania spp. 

RPMI modificado, suplementado con el 10 ó el 20 %de SBF (GIBCO) inactivado: medio 

de cultivo de las formas promastigotes de L. major. 

M‐199  modificado,  suplementado  con  40  mM  HEPES  (Sigma‐Aldrich),  100  µM 

adenosina (Sigma‐Aldrich) y 10 % de SBF (GIBCO)  inactivado: medio de cultivo de  las formas 

promastigotes de L. donovani. 

1.3.4. Medios de cultivo para Trypanosoma brucei 

HMI‐9 suplementado con el 10 % SBF: medio de cultivo de las formas sanguíneas de T. 

brucei. 

SDM‐79 suplementado con el 10 % SBF y 7,5 µg/ml hemina: medio de cultivo de las 

formas procíclicas de T. brucei. 

1.3.5. Medios de cultivo para células THP‐1 

RPMi 1640 suplementado con 10 % SBF, 2 mM L‐Glutamina,Penicilina/Estreptomicina: 

medio de cultivo de las células THP‐1. 

1.3.6. Medios de cultivo para los oocitos 

Medio OR‐2: 82,5 mM NaCl, 5 mM HEPES, 2,5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM Na2HPO4, 

pH 7,8. 

Medio  Barth:  88  mM  NaCl,  15  mM  HEPES,  2,4  mM  NaHCO3,  1  mM  KCl,  0,3  mM 

Ca(NO3)2,  0,2  mM  CaCl2,  0,82  mM MgSO4,  sulfato  de  gentamicina  (50  mg/l),  mezcla  de 

antibióticos y antimicótico al 1 %, pH 7,6. 

 

1.3.7. Suplemento para los medios de cultivo 

Suero bovino fetal (GIBCO): inactivado por calor durante 45 min a 56 ºC. 

Suero  bovino  fetal  inactivado  depletado  de  hemo:  suero  bovino  fetal  inactivado 

filtrado por columnas Amicon Ultra 10.000 MWCO (Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland), 
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para  seleccionar  la  fracción  de  bajo  peso molecular  del  suero,  tal  y  como  se  describe  en 

(Carvalho, Cruz et al. 2009). 

1.4. Tampones y medios usados con más frecuencia 

1.4.1. Tampones para transfección de los parásitos 

Tampón HBS: 137 mM NaCl; 5 mM KCl; 7 mM Na2HPO4; 6 mM glucosa y 20 mM HEPES 

a pH 7,4. Utilizado para la transfección de las formas promastigotes de Leishmania. 

Cytomix: 2 mM EGTA; 120 mM KCl; 0,15 mM CaCl2; 10 mM fosfato potásico; pH 7,6; 25 

mM HEPES; 5 mM MgCl2; 0,5 % glucosa; 100 µg/ml BSA y 1 mM hipoxantina. Utilizado para  la 

transfección de las formas sanguíneas de Trypanosoma brucei (Clayton, Estévez et al. 2005). 

ZPMF: 132 mM NaCl; 8 mM KCl; 8 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4; 1,5 mM MgOAc2 ; 0,09 

mM CaCl2; pH 7. Utilizado para la transfección de las formas procíclicas de T. brucei (Clayton, 

Estévez et al. 2005). 

1.4.2. Soluciones para estudios funcionales en los parásitos 

Tampón  fosfato  salino  (PBS):  137mM  NaCl;  2,7 mM  KCl;  1,8 mM  KH2PO4;  10 mM 

Na2HPO4; pH 7,4. 

Tampón HPMi glucosa: 132 mM NaCl; 3,5 mM KCL; 0,5 mM MgCl2, 1mM CaCl2; 5 mM 

glucosa y 20 mM HEPES a pH 7,25.  

1.4.3. Soluciones para electroforesis de ADN 

Tampón de carga: 0,25 % azul de bromofenol; 0,25 % xileno cianol y 30 % glicerol. 

Tampón TE: 10 mM Tris‐HCl pH 7,4; 1 mM EDTA. 

Tampón de  electroforesis de  ácidos nucleicos  (TAE  10X): 0,4 M Tris;  10 mM EDTA; 

ácido acético glacial 11,42 ml para 1 L.  

1.4.4. Soluciones para electroforesis de proteínas 

Laemmli  5x:  0,625 M  Tris‐HCl;  pH  6,8;  10  %  SDS  (p/v);  40  %  glicerol  (p/v);  7,5  %  β‐

mercaptoetanol (v/v); 1,5 % azul de bromofenol. 

Acrilamida‐bisacrilamida (Bio‐Rad). 

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

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

Tampón de electroforesis SDS‐PAGE: 25 mM Tris; 250 mM glicina; 0,1 % SDS. 
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Estévez et al. 2005). 

1.4.2. Soluciones para estudios funcionales en los parásitos 

Tampón  fosfato  salino  (PBS):  137mM  NaCl;  2,7 mM  KCl;  1,8 mM  KH2PO4;  10 mM 

Na2HPO4; pH 7,4. 

Tampón HPMi glucosa: 132 mM NaCl; 3,5 mM KCL; 0,5 mM MgCl2, 1mM CaCl2; 5 mM 

glucosa y 20 mM HEPES a pH 7,25.  

1.4.3. Soluciones para electroforesis de ADN 

Tampón de carga: 0,25 % azul de bromofenol; 0,25 % xileno cianol y 30 % glicerol. 

Tampón TE: 10 mM Tris‐HCl pH 7,4; 1 mM EDTA. 

Tampón de  electroforesis de  ácidos nucleicos  (TAE  10X): 0,4 M Tris;  10 mM EDTA; 

ácido acético glacial 11,42 ml para 1 L.  

1.4.4. Soluciones para electroforesis de proteínas 

Laemmli  5x:  0,625 M  Tris‐HCl;  pH  6,8;  10  %  SDS  (p/v);  40  %  glicerol  (p/v);  7,5  %  β‐

mercaptoetanol (v/v); 1,5 % azul de bromofenol. 

Acrilamida‐bisacrilamida (Bio‐Rad). 

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

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

Tampón de electroforesis SDS‐PAGE: 25 mM Tris; 250 mM glicina; 0,1 % SDS. 



 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  

Solución de detección: 0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5. 

1.4.7. Soluciones para la precipitación con hemina‐agarosa 

Tampón de  solubilización:  100 mM Kpi pH 7,4;  100 mM NaCl;  1 %DDM;  1 mM DTT y 

cóctel inhibidor de proteasas 10 µl/ml. 

Tampón de dilución: 100 mM Kpi pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM hidrosulfito sódico y 1 

mM PMSF. 

Tampón de lavado: 50 mM Ki pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X‐100 y 1 mM DTT. 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  

Solución de detección: 0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5. 

1.4.7. Soluciones para la precipitación con hemina‐agarosa 

Tampón de  solubilización:  100 mM Kpi pH 7,4;  100 mM NaCl;  1 %DDM;  1 mM DTT y 

cóctel inhibidor de proteasas 10 µl/ml. 

Tampón de dilución: 100 mM Kpi pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM hidrosulfito sódico y 1 

mM PMSF. 

Tampón de lavado: 50 mM Ki pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X‐100 y 1 mM DTT. 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  

Solución de detección: 0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5. 

1.4.7. Soluciones para la precipitación con hemina‐agarosa 

Tampón de  solubilización:  100 mM Kpi pH 7,4;  100 mM NaCl;  1 %DDM;  1 mM DTT y 

cóctel inhibidor de proteasas 10 µl/ml. 

Tampón de dilución: 100 mM Kpi pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM hidrosulfito sódico y 1 

mM PMSF. 

Tampón de lavado: 50 mM Ki pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X‐100 y 1 mM DTT. 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  

Solución de detección: 0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5. 

1.4.7. Soluciones para la precipitación con hemina‐agarosa 

Tampón de  solubilización:  100 mM Kpi pH 7,4;  100 mM NaCl;  1 %DDM;  1 mM DTT y 

cóctel inhibidor de proteasas 10 µl/ml. 

Tampón de dilución: 100 mM Kpi pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM hidrosulfito sódico y 1 

mM PMSF. 

Tampón de lavado: 50 mM Ki pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X‐100 y 1 mM DTT. 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  

Solución de detección: 0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5. 

1.4.7. Soluciones para la precipitación con hemina‐agarosa 

Tampón de  solubilización:  100 mM Kpi pH 7,4;  100 mM NaCl;  1 %DDM;  1 mM DTT y 

cóctel inhibidor de proteasas 10 µl/ml. 

Tampón de dilución: 100 mM Kpi pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM hidrosulfito sódico y 1 

mM PMSF. 

Tampón de lavado: 50 mM Ki pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X‐100 y 1 mM DTT. 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  

Solución de detección: 0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5. 

1.4.7. Soluciones para la precipitación con hemina‐agarosa 

Tampón de  solubilización:  100 mM Kpi pH 7,4;  100 mM NaCl;  1 %DDM;  1 mM DTT y 

cóctel inhibidor de proteasas 10 µl/ml. 

Tampón de dilución: 100 mM Kpi pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM hidrosulfito sódico y 1 

mM PMSF. 

Tampón de lavado: 50 mM Ki pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1 % Triton X‐100 y 1 mM DTT. 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Azul  de  Coomassie:  Ácido  acético  glacial  10  %, metanol  50  %  y  2  g/l  de  Coomassie 

Brilliant Blue (R‐250). 

1.4.5. Soluciones para Western Blot e inmunodetección 

Tampón de transferencia en Western Blot: dependiendo de las características de las 

proteínas a detectar, vamos a utilizar uno u otro tampón. 

Proteínas solubles: 25 mM Tris base, 192 mM glicina y 20 % metanol. 

Proteínas de membrana o muy hidrofóbicas: 25 mM Tris base y 0,7 M glicina. 

La  eliminación  de  metanol  en  el  tampón  de  transferencia  para  proteínas  de 

membrana  o  muy  hidrofóbicas,  aumenta  la  eficiencia  de  la  transferencia  de  estas  pero 

disminuye la afinidad a la membrana de nitrocelulosa. 

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

Solución de inmunodetección: BSA 0,1 %, Tween‐20 0,1 % en PBS. 

Solución de lavado: Tween 20 0,1 % en PBS. 

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau 0,5 % en agua. 

1.4.6. Soluciones para Southern Blot 

Solución de despurinización: 0,25 M HCl. 

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

Solución de neutralización: 0,5 M Tris‐HCl (pH 7,5) y 1,5 M NaCl. 

20X SSC: 3 M NaCl y 0,3 M citrato sódico, pH 7. 

Solución de hibridación: DIG Easy Hyb Granules, preparado  según  las  instrucciones 

del fabricante. 

Tampón de lavado: Solución de ácido. maléico pH 7,5 y 0,3 % Tween 20. 

Solución de bloqueo: 10 % de reactivo de bloqueo (10 g de Blocking Reagent (Roche) 

en 100 ml de solución de ácido maléico) y 90 % de solución de ácido maléico.  
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1.4.8. Soluciones para los ensayos de captación en oocitos 

Medio de captación: 100 mM NaCl; 2 mM KCl; 1 mM CaCl2; 1 mM MgCl2 y 10 mM HEPES. 

1.5. Fármacos 

Ampicilina:  Antibiótico  betalactámico  (fue  la  primera  penicilina  semisintética).  Se 

utilizó  en  una  concentración  de  100  µg/ml  para  la  selección  de  bacterias  competentes 

transformadas con los plásmidos que contengan el gen de la β‐lactamasa. 

Kanamicina:  Antibiótico  aminoglucosídico  producido  por  Streptomyces 

kanamyceticus.  Se utilizó  en una  concentración de  50 µg/ml para  la  selección de bacterias 

competentes  transformadas  con  los  plásmidos  TOPO,  que  confiere  resistencia  a  este 

fármaco. 

Higromicina  B:  Antibiótico  aminoglucosídico  producido  por  Streptomyces 

hygroscopius y que es un inhibidor de la síntesis de proteínas. Se utilizó como fármaco para la 

selección de parásitos transfectados con los vectores que contenían el gen hyh, que codifica 

una quinasa que inactiva el fármaco a través de la fosforilación del mismo. Estos vectores en 

esta  tesis  son  pXGHygro  (expresión  de  proteínas  en  Leishmania  spp.  en  un  rango  de 

concentración de 10‐500 µg/ml), p2T7Blue (ARN interferente en T. brucei, 2,5 µg/ml) y pcDNA 

3.1. Hygro (expresión de proteínas en oocitos).  

Geneticina  (G418):  Antibiótico  aminoglucosídico  producido  por  Micromonospora 

rhodorangea que  actúa  como  inhibidor de  la  síntesis de proteínas  a nivel de  la  elongación 

polipeptídica. Se utilizó para el cultivo de las formas sanguíneas de T.brucei (S16 2,5 µg/ml) y 

como  fármaco para  la  selección de parásitos de Leishmania  transfectados con  los vectores 

que  contenían  el  gen  de  la  neomicina  fosfotransferasa:  pXGNeo  y  pXG  GFP  (el  rango  de 

concentración utilizado para la selección fue de 6‐500 µg/ml). 

Fleomicina: Antibiótico metalo‐glucopéptido de  la familia de  las bleomicinas, aislado 

de una cepa de Streptomyces verticillus. Provoca roturas en  la cadena de ácidos nucleicos y 

altera la membrana plasmática. Se utilizó para el cultivo de las formas procíclicas de T. brucei 

449  (1  µg/ml)  y para  la  selección  de  las  formas  sanguíneas  de  T.  brucei  transfectados  con 

pLew100 (2,5 µg/ml), que contienen el gen Sh ble, que codifica una proteína con alta afinidad 

de unión a la fleomicina, provocando su inhibición. 

Puromicina: Antibiótico aminonucleósido producido por Streptomyces alboniger que 

actúa  inhibiendo  la síntesis de proteínas al  interrumpir de  forma prematura  la síntesis de  la 

cadena polipeptídica.  Se utilizó para  la  selección de parásitos de  Leishmania  transfectados 
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III. Materiales y métodos 
 

 

con pLS6 (30 µg/ml) y parásitos de T. brucei transfectados con pGR108 (1 µg/ml). Estos dos 

vectores contienen el gen pac, que codifica la puromicina‐N‐acetil‐transferasa. 

Tetraciclina/Doxociclina: Se utilizó a una concentración de  1 µg/ml para  la  inducción 

de  las proteínas clonadas en  los plásmidos  inducibles pLew100 (para  las  formas sanguíneas 

de  T.brucei)  y ARN  interferente  con  el  plásmido  p2T7Blue  (para  las  formas  sanguíneas  de 

T.brucei). 

Gentamicina: Antibiótico aminoglucosídico utilizado para evitar la contaminación por 

bacterias en el cultivo de los oocitos extraídos de Xenopus laevis (50 µg/ml). 

1.6. Anticuerpos  

Anticuerpo policlonal anti‐ GFP de conejo: Molecular Probes (Invitrogen). 

Anticuerpo anti‐α‐Tubulina: Thermo Scientific. 

1.7.  Compuestos  usados  en  los  estudios  de  búsqueda  de  la  fuerza  motriz  del 

transporte de porfirinas 

1.7.1. Depletores de energía 

a) Inhibidores de la cadena respiratoria RKA (Rotenona, KCN y Antimicina A): 

1. Rotenona (Sigma‐Aldrich):  Inhibidor del complejo  I de  la cadena respiratoria, 

actúa sobre la NADH deshidrogenasa bloqueando la transferencia de electrones entre flavina 

y ubiquinona. 

2. KCN (Sigma‐Aldrich): Inhibidor del complejo IV de la cadena respiratoria, actúa 

sobre el hemo a3 de la citocromooxidasa impidiendo su interacción con el oxígeno). 

3. Antimicina  A  (Sigma‐Aldrich):  Inhibidor  del  complejo  III  de  la  cadena 

respiratoria, bloquea la transferencia de electrones entre el citocromo b y el citocromo c1. 
 

b)  Inhibidor  de  la  ATPsintasa  F0F1:  Oligomicina  A  (Sigma‐Aldrich).  Se  utilizó 

Oligomicina A como inhibidor de la ATP sintasa mitocondrial unida a la membrana, bloquea el 

canal  de  protones  (subunidad  F0)  inhibiendo  la  fosforilación  oxidativa  y  la  cadena  de 

transporte electrónico.  

1.7.2. Inhibidores de proteínas ABC 

Ciclosporina A  (Sigma‐Aldrich): es un oligopéptido de  11 aminoácidos que  se utiliza 

como inhibidor de varios transportadores ABC.  

Verapamilo (Sigma‐Aldrich): inhibidor de diversos transportadores ABC.  
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de  las proteínas clonadas en  los plásmidos  inducibles pLew100 (para  las  formas sanguíneas 
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sobre el hemo a3 de la citocromooxidasa impidiendo su interacción con el oxígeno). 

3. Antimicina  A  (Sigma‐Aldrich):  Inhibidor  del  complejo  III  de  la  cadena 

respiratoria, bloquea la transferencia de electrones entre el citocromo b y el citocromo c1. 
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1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 
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LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 
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TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.7.3. Ionóforos 

FCCP (Sigma‐Aldrich): ionóforo de H+. 

Monensina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de Na+.  

Valinomicina (Sigma‐Aldrich): ionóforo de K+.  

1.8. Oligonucleótidos 

1.8.1. Oligonucleótidos para expresión en T. brucei 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’  Aplicación 

LmHR1  AAGCTTATGAACGATTTAGAGCGCAAGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pLew100 y pGR108  

TbHRG  AAGCTTATGGCTCTTTCAGAGAAAGCGTG Cebador directo para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GGATCCCTATTTGTATAGTTCATCCATGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pLew100 y pGR108 

GCATTTAAATTGGGCGTTCTTGTTGCAGC Cebador directo para clonar 
TbHRG en p3086 

GCGGATCCCAACATGCTCGTCTGAGGGC Cebador inverso para clonar 
TbHRG en p3086 

TbFLVCR  CCCGGGAAGCTTATGTGCCAAACTTTAACTAC Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GGAGATCTTC AGATATCTCT GACTCTCTCG TGTG Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en pGR108 

GCATTTAAATGGAGGCACAAGCAGTCACTG Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p3086 

GCGGATCCTCTGACTCTCTCGTGTGAGGC Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p3086 

 

1.8.2. Oligonucleótidos para ARNinterferente 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

TbHRG  AGAGAAAGCGTGTCTCCGAA  Cebador directo para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

AAGGGGGAAGAAGACGGTAA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en p2T7BlueHygro 

TbFLVCR  TGCCTTGCGTTCTCAGTTCT Cebador directo para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

CTCGTCGGCAATTCAGTCCT Cebador inverso para clonar 
TbFLVCR en p2T7BlueHygro 

 



 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

1.8.3. Oligonucleótidos para expresión en levaduras 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  CACCATGAACGATTTAGAGCG Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pYESDEST52 

TGCGCAGTTCTCCTTTGATAT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 pDR 

LdonHR1  CACCATGAACGAGTTGGAGCGGAAG Cebador directo para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52 y pDR 

CTATGCACAGTTCGCCTTTAACGTC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 en pYESDEST52  

TGCACAGTTCGCCTTTAACGTCACC Cebador inverso para clonar 
LdonHR1 pDR 

TbHRG  CACCATGGCTCTTTCAGAGAA Cebador directo para clonar 
TbHRG en pYESDEST52 y pDR 

CTACAACATGCTCGTCYGAGG Cebador inverso para clonar 
TbHRG en pYESDEST52  

CAACATGCTCGTCTGAGGGCC Cebador inverso para clonar 
TbHRG pDR 

LmFLVCRb  CACCATGCTAACCGGGTCTGCTGTTGTGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52 y pDR 

TTATAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pYESDEST52  

TAGAGTCGGGCGCTTGAAAACCTCAGAAGCGTT Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb pDR 

 

1.8.4. Oligonucleótidos para construcciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1 
 

TCTAGAGATATCAAAGGAGAACTGCGCATAG Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmHR1 

CAAGGATTCTAGTGAAAAGGTGCATG Cebador inverso para clonar  
5’UTR KO LmHR1 

GACATTGTCCGGAAGTACGACTGA Cebador directo para clonar 
3’UTR KO LmHR1 

ATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGCATTTAAATTCTAGA Cebador inverso para clonar 
3’UTR KOLmHR1 

FLVCRb  GTCGTTCATCGGCGCACAC  Cebador directo para clonar 
5’UTR KO LmFLVCRb 

ATTTAAATGCAGACCCGGTTAGCAT Cebador inverso para clonar 
5’UTRKO LmFLVCRb 

ATTTAAATTCTAGACAAGCGCCCGACTCTATAA Cebador directo para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 

ACGCATGAAT GGAGCGAGAC  Cebador inverso para clonar 
3’UTRKO LmFLVCRb 



 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.8.5. Oligonucleótidos para confirmar transfecciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  GAGGCATGAGCACGATGAGG Cebador directo para confirmar 
KO LmHR1 

CGTCACGATGTAGCTCCACTTC Cebador inverso para confirmar 
KO LmHR1 

FLVCRb  TCTTGTTGCGTGATGCGGGT  Cebador directo para confirmar 
KO LmFLVCRb 

CTCTGCAGTTGTCCGCCACA Cebador inverso para confirmar 
KO LmFLVCRb 

Secuencia 
Hyg 

CACAGTTTGCCAGTGATACACATGG Cebador inverso para confirmar 
secuencia higromicina  

 

1.8.6. Oligonucleótidos para expresión en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  AGATCTATGAACGATTTAGAGCGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+ 

GGATCCCTATTTAAATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+  

LmexHR1  GCCCATGGATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pVY107 

CCTGGCGTAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pVY107 

LmFLVCRa  ATCCCGGGATGCCACTCGACAGTAAAGAGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCTCAGATATCGGCCTTCTTGACTTCTGTGGCG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRb  AGCCCGGGATGCTAACCGGGTCTGCTG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

TCGGATCCTTAGATATCTAGAGTCGGGCGCTTGAAAAC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

LmFLVCRc  GCGATATCATGCAGGCGACGCTCATGAATG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+ 

TAGATATCTCATTTAAAGCGGTGCCGCGTGCACATCTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRd  ATCCCGGGATGTGTGCATGTGTGGG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCCTAGATATCACAGTCTTCCTCGGCGTTTTG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+  

Aparecen subrayadas las secuencias para las enzimas de restricción. 

 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.8.5. Oligonucleótidos para confirmar transfecciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  GAGGCATGAGCACGATGAGG Cebador directo para confirmar 
KO LmHR1 

CGTCACGATGTAGCTCCACTTC Cebador inverso para confirmar 
KO LmHR1 

FLVCRb  TCTTGTTGCGTGATGCGGGT  Cebador directo para confirmar 
KO LmFLVCRb 

CTCTGCAGTTGTCCGCCACA Cebador inverso para confirmar 
KO LmFLVCRb 

Secuencia 
Hyg 

CACAGTTTGCCAGTGATACACATGG Cebador inverso para confirmar 
secuencia higromicina  

 

1.8.6. Oligonucleótidos para expresión en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  AGATCTATGAACGATTTAGAGCGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+ 

GGATCCCTATTTAAATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+  

LmexHR1  GCCCATGGATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pVY107 

CCTGGCGTAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pVY107 

LmFLVCRa  ATCCCGGGATGCCACTCGACAGTAAAGAGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCTCAGATATCGGCCTTCTTGACTTCTGTGGCG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRb  AGCCCGGGATGCTAACCGGGTCTGCTG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

TCGGATCCTTAGATATCTAGAGTCGGGCGCTTGAAAAC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

LmFLVCRc  GCGATATCATGCAGGCGACGCTCATGAATG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+ 

TAGATATCTCATTTAAAGCGGTGCCGCGTGCACATCTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRd  ATCCCGGGATGTGTGCATGTGTGGG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCCTAGATATCACAGTCTTCCTCGGCGTTTTG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+  

Aparecen subrayadas las secuencias para las enzimas de restricción. 

 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.8.5. Oligonucleótidos para confirmar transfecciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  GAGGCATGAGCACGATGAGG Cebador directo para confirmar 
KO LmHR1 

CGTCACGATGTAGCTCCACTTC Cebador inverso para confirmar 
KO LmHR1 

FLVCRb  TCTTGTTGCGTGATGCGGGT  Cebador directo para confirmar 
KO LmFLVCRb 

CTCTGCAGTTGTCCGCCACA Cebador inverso para confirmar 
KO LmFLVCRb 

Secuencia 
Hyg 

CACAGTTTGCCAGTGATACACATGG Cebador inverso para confirmar 
secuencia higromicina  

 

1.8.6. Oligonucleótidos para expresión en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  AGATCTATGAACGATTTAGAGCGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+ 

GGATCCCTATTTAAATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+  

LmexHR1  GCCCATGGATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pVY107 

CCTGGCGTAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pVY107 

LmFLVCRa  ATCCCGGGATGCCACTCGACAGTAAAGAGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCTCAGATATCGGCCTTCTTGACTTCTGTGGCG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRb  AGCCCGGGATGCTAACCGGGTCTGCTG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

TCGGATCCTTAGATATCTAGAGTCGGGCGCTTGAAAAC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

LmFLVCRc  GCGATATCATGCAGGCGACGCTCATGAATG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+ 

TAGATATCTCATTTAAAGCGGTGCCGCGTGCACATCTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRd  ATCCCGGGATGTGTGCATGTGTGGG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCCTAGATATCACAGTCTTCCTCGGCGTTTTG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+  

Aparecen subrayadas las secuencias para las enzimas de restricción. 

 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.8.5. Oligonucleótidos para confirmar transfecciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  GAGGCATGAGCACGATGAGG Cebador directo para confirmar 
KO LmHR1 

CGTCACGATGTAGCTCCACTTC Cebador inverso para confirmar 
KO LmHR1 

FLVCRb  TCTTGTTGCGTGATGCGGGT  Cebador directo para confirmar 
KO LmFLVCRb 

CTCTGCAGTTGTCCGCCACA Cebador inverso para confirmar 
KO LmFLVCRb 

Secuencia 
Hyg 

CACAGTTTGCCAGTGATACACATGG Cebador inverso para confirmar 
secuencia higromicina  

 

1.8.6. Oligonucleótidos para expresión en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  AGATCTATGAACGATTTAGAGCGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+ 

GGATCCCTATTTAAATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+  

LmexHR1  GCCCATGGATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pVY107 

CCTGGCGTAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pVY107 

LmFLVCRa  ATCCCGGGATGCCACTCGACAGTAAAGAGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCTCAGATATCGGCCTTCTTGACTTCTGTGGCG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRb  AGCCCGGGATGCTAACCGGGTCTGCTG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

TCGGATCCTTAGATATCTAGAGTCGGGCGCTTGAAAAC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

LmFLVCRc  GCGATATCATGCAGGCGACGCTCATGAATG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+ 

TAGATATCTCATTTAAAGCGGTGCCGCGTGCACATCTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRd  ATCCCGGGATGTGTGCATGTGTGGG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCCTAGATATCACAGTCTTCCTCGGCGTTTTG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+  

Aparecen subrayadas las secuencias para las enzimas de restricción. 

 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.8.5. Oligonucleótidos para confirmar transfecciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  GAGGCATGAGCACGATGAGG Cebador directo para confirmar 
KO LmHR1 

CGTCACGATGTAGCTCCACTTC Cebador inverso para confirmar 
KO LmHR1 

FLVCRb  TCTTGTTGCGTGATGCGGGT  Cebador directo para confirmar 
KO LmFLVCRb 

CTCTGCAGTTGTCCGCCACA Cebador inverso para confirmar 
KO LmFLVCRb 

Secuencia 
Hyg 

CACAGTTTGCCAGTGATACACATGG Cebador inverso para confirmar 
secuencia higromicina  

 

1.8.6. Oligonucleótidos para expresión en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  AGATCTATGAACGATTTAGAGCGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+ 

GGATCCCTATTTAAATGCGCAGTTCTCCTTTGA Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+  

LmexHR1  GCCCATGGATGAACGATTTAGAGCGCAAGCGGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pVY107 

CCTGGCGTAGGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGT Cebador inverso para clonar 
LmHR1 en pVY107 

LmFLVCRa  ATCCCGGGATGCCACTCGACAGTAAAGAGC Cebador directo para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCTCAGATATCGGCCTTCTTGACTTCTGTGGCG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRa en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRb  AGCCCGGGATGCTAACCGGGTCTGCTG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

TCGGATCCTTAGATATCTAGAGTCGGGCGCTTGAAAAC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRb en pXG y pXG/GFP+ 

LmFLVCRc  GCGATATCATGCAGGCGACGCTCATGAATG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+ 

TAGATATCTCATTTAAAGCGGTGCCGCGTGCACATCTCC Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRc en pXG y pXG/GFP+  

LmFLVCRd  ATCCCGGGATGTGTGCATGTGTGGG Cebador directo para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+ 

TAGGATCCCTAGATATCACAGTCTTCCTCGGCGTTTTG Cebador inverso para clonar 
LmFLVCRd en pXG y pXG/GFP+  

Aparecen subrayadas las secuencias para las enzimas de restricción. 

 

 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

1.8.5. Oligonucleótidos para confirmar transfecciones KO en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  GAGGCATGAGCACGATGAGG Cebador directo para confirmar 
KO LmHR1 

CGTCACGATGTAGCTCCACTTC Cebador inverso para confirmar 
KO LmHR1 

FLVCRb  TCTTGTTGCGTGATGCGGGT  Cebador directo para confirmar 
KO LmFLVCRb 

CTCTGCAGTTGTCCGCCACA Cebador inverso para confirmar 
KO LmFLVCRb 

Secuencia 
Hyg 

CACAGTTTGCCAGTGATACACATGG Cebador inverso para confirmar 
secuencia higromicina  

 

1.8.6. Oligonucleótidos para expresión en Leishmania 

Gen 
Secuencia del oligonucleótido 

5’        3’ 
Aplicación 

LmHR1  AGATCTATGAACGATTTAGAGCGC Cebador directo para clonar 
LmHR1 en pXG y pXG/GFP+ 
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ADNc LmHR1 
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ADNc GAPDH 
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2. Métodos 

2.1. Alineamiento de secuencias y análisis filogenéticos 

2.1.1. Proteínas HRG 

Por una parte,  se  realizaron alineamientos de  las  secuencias de aminoácidos de  las 

proteínas homólogas al transportador de hemo en Leishmania LHR1, en algunos organismos 

de interés como pueden ser otros tripanosomátidos, la proteína homóloga en humanos y las 

dos  presentes  en  Caenorhabditis  elegans,  mediante  el  programa  de  alineamiento  Clustal 

Omega  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/  clustalo/)  utilizando  los  parámetros  definidos  por 

defecto  (Sievers  and  Higgins  2014).  Clustal  Omega  utiliza  el  algoritmo  HHalign  con  su 

configuración por defecto como motor del alineamiento (Soding 2005). 

Las secuencias se obtuvieron de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).  
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diferenciaron  a macrófagos  con  20  ng de  acetato de  forbolmiristato  (PMA) durante  48 h, 

dotándolas de capacidad de adherencia a la placa de cultivo (Sereno, Roy et al. 2001). 

2.6.2. Criopreservación y congelación 

Se  hizo  un  recuento  de  las  células  en  cámara  de  Neubauer,  de  tal  forma  que  se 

tomaron  2,5  mill  de  células  por  vial  de  congelación.  Se  recogen  las  células  mediante 

centrifugación  durante  10  min  a  1500  rpm  a  25  ºC,  se  descartó  el  sobrenadante  y  se 

resuspendió el  sedimento en medio de  congelación preparado  con SBF  suplementado  con 

DMSO al 10 %. 

Para descongelarlas, se tomó el contenido de un vial y se añadió muy despacio a 10 ml 

de medio de cultivo atemperado. Al día siguiente, se centrifugó este cultivo y se resuspendió 

en  10 ml de medio nuevo. De  esta  forma  se  eliminó  totalmente  el DMSO que había  en  el 

medio de congelación. 

2.7.  Clonaje  de  los  genes  en  los  plásmidos  de  expresión  para  organismos 

tripanosomátidos y levaduras 

Para este apartado se tuvieron en cuenta las indicaciones dadas por (Sambrook, Fritsch 

et al. 1989). 

2.7.1. Aislamiento de ADN genómico de L. major, L. donovani y T. brucei 

El  aislamiento  de  ADN  genómico  de  estos  organismos  se  realizó  en  el  Servicio  de 

Genómica del IPBLN, a partir de un cultivo en fase logarítmica de 50 millones de parásitos. Su 

concentración y pureza se determinó con NanoDrop ND‐1000 UV‐Vis Spectrophotometer. 

2.7.2. Diseño de los oligonucleótidos 

Para cada clonaje se diseñaron los oligonucleótidos adecuados, teniendo en cuenta las 

siguientes  recomendaciones:  a)  tamaño  de  entre  20  a  25  nucleótidos;  b)  contenido  en 

G+C≤60 %; c) Tm≈60 ºC y d) evitar contener en la medida de lo posible estructuras secundarias 
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2.7.4. Digestión del ADN con enzimas de restricción 

Las enzimas de restricción se emplearon con las recomendaciones de la casa comercial. 

En  concreto,  se utilizaron enzimas de  restricción de Roche y de Fermentas. La  reacción  se 

llevó a cabo en un volumen final de 30 µl empleando 1 U de enzima por µg de ADN a digerir, 

incubándose  durante  2  h  a  la  temperatura  recomendada.  Las  enzimas  se  inactivaron  de 

acuerdo con las condiciones recomendadas por la casa comercial. 

Una vez realizada  la digestión del fragmento de ADN, se realizó una electroforesis en 

gel de agarosa de donde se purificó la banda correcta de tamaño mediante el kit Nucleospin 

®Gel  PCR  Clean‐up  (Macherey‐Nagel).  La  cuantificación  y  pureza  del  ADN  digerido  se 

determinó con el NanoDrop ND‐1000 UV‐Vis Spectrophotometer. 

2.7.5. Tratamiento con fosfatasa alcalina 

La  enzima  fosfatasa  alcalina hidroliza  el grupo  fosfato  en  el  extremo  5’ del ADN.  La 

reacción necesita este grupo fosfato, por lo que cuando se tratan los vectores de clonaje con 

esta enzima disminuye la posibilidad de religación de los vectores abiertos.  

A  la digestión  con  las enzimas de  restricción del vector de  clonaje,  se añadió  1 U de 

enzima y se incubó durante 30 min a 37 ºC. 

2.7.6. Ligación del producto de PCR en los distintos plásmidos 

Las  reacciones  de  ligación  de  los  fragmentos  de  ADN  en  los  distintos  plásmidos  se 

realizaron con la enzima T4 ADN ligasa, procedente del bacteriófago T4. Para esta reacción se 

utilizó por  lo general relaciones molares  inserto  : vector de 3:1, salvo en el caso de tratarse 

con  insertos  de  tamaño  parecido  al  del  vector,  donde  se  utilizó  una  relación  de  1:1. 

Generalmente, la reacción se realizó durante una hora a temperatura ambiente ó 16 h a 4 ºC. 

La  mezcla  resultado  de  la  ligación  se  utilizó  para  transformar  bacterias  de  E.  coli 

competentes, en una relación inferior a 1:10 (volumen de ligación: volumen del cultivo de las 

bacterias).  

2.7.7. Selección de los transformantes positivos 

Las  bacterias  transformadas  con  los  plásmidos  clonados  de  forma  correcta  se 

seleccionaron  en  una  placa  de  agar  LB  suplementada  con  Ampicilina  (100  µg/ml)  o 

Kanamicina  (50 µg/ml), según  la  resistencia que presentase el plásmido donde se  realizó el 

clonaje.  Una  vez  seleccionadas  las  colonias  que  pudieran  ser  positivas,  se  aisló  su  ADN 
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plasmídico,  y  se  llevó  a  cabo  un  análisis  con  enzimas  de  restricción  para  posteriormente 

mandarlo  al  Servicio  de  Secuenciación  del  IPBLN.  Allí  se  secuenciaron  por  el método  de 

terminación de  la cadena por dideoxinucleótidos o método de Sanger, con un secuenciador 

automático 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

2.7.8. Aislamiento de ADN plasmídico 

Las bacterias transformadas con los distintos plásmidos se cultivaron durante 16 h a 37 

ºC  con  una  agitación  de  230  rpm  en  3 ml  de medio  LB  suplementado  con Ampicilina  (100 

µg/ml) o Kanamicina  (50 µg/ml).  Los plásmidos  se  aislaron  con Plasmid DNA Mini Kit  I, de 

Omega Bio‐Tek, basado en una  lisis alcalina de  la pared bacteriana y una desnaturalización 

selectiva del ADN cromosómico con dodecilsulfato sódico (SDS o NaDS). Para  la elución del 

ADN plasmídico  se utilizaron  70 µl de  agua Milli‐Q®, que  se pasaron dos dos  veces por  la 

columna para mejorar el  rendimiento de  la elución. La cuantificación y determinación de  la 

pureza del ADN plasmídico se realizó con NanoDrop ND‐1000 UV‐Vis Spectrophotometer.  
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La preparación de células competentes consiste en tratarlas para debilitar su pared y 

hacerlas susceptibles de ser transformadas, de introducir en ellas plásmidos. 

Se sembró un  inóculo de  la cepa correspondiente en medio  líquido LB, sin antibiótico, 

durante 16 h. De este cultivo se realizó una dilución 1/200 en medio líquido LB en un matraz y 

se incubó en agitación durante 37 ºC hasta que alcanzó una DO a 600 nm de 0,375. Se llevaron 

las  células  a  4  ºC  durante  15 min,  y  se  centrifugaron  a  3000  rpm  durante  7 min  a  4  ºC.  El 

sedimento se resuspendió en 1/5 del volumen del que se partía de volumen de Cl2Mg 0,1 M 

frío, y se mantuvo esta suspensión a 4 ºC durante 15‐20 min. SE centrifugó de nuevo a 3000 

rpm 7 min a 4 ºC. El sedimento se resuspendió ahora en 1/50 del volumen del que se partía de 

volumen de Cl2Ca 0,1 M frío y se  incubó a 4 ºC durante 1 hora. Al final, se añadió glicerol a  la 

suspensión hasta tener una concentración final del 15 %, se mezcló bien y se hicieron alícuotas 

de 200 μl, que se mantuvieron a ‐80 ºC hasta su uso. 
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Se partió de una alícuota de 200 μl de células competentes congeladas a  las que se 

adicionó 1 μl de plásmido (1‐10 ng de ADN) ó 5 μl mezcla de ligación. Las células se incubaron 

en  hielo  durante  20 min  y  luego  se  sometieron  a  un  choque  térmico  de  42  ºC durante  45 

segundos. Seguidamente, se enfriaron en hielo durante 2 min y se añadieron 700 μl de medio 
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LB,  incubándose el  conjunto a 37  ºC en agitación durante al menos una hora. Transcurrido 

este tiempo, se tomaron alícuotas de las células de 50 y 200 μl, que se sembraron en medio 

LB  suplementado  con  los  antibióticos  adecuados  para  la  selección  de  las  células  que 

contenían el plásmido. A las 14‐16 h de cultivo a 37 ºC aparecieron las colonias. 

2.8. Clonaje en pGEMT 

2.8.1. Clonaje en pGEMT 

Para el clonaje de fragmentos de ADN y construcción de  los plásmidos de expresión 

en los organismos tripanosomátidos se realizó previamente un clonaje en el plásmido pGEMT 
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Se  utilizó  una  enzima  polimerasa  Pfx50  con  actividad  a  prueba  de  errores  (Probe 

Reading). El programa de PCR era el adecuado para cada secuencia a amplificar, teniendo en 
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El fragmento de ADN digerido del vector pGEMT se añadió a un reacción de  ligación 

con el vector  linearizado,  también digerido con  los mismos enzimas o enzimas compatible. 

Con el producto de  la  ligación,  se  transformaron bacterias y  se  seleccionaron aquellas que 

contenían  el  plásmido  correcto,  tal  y  como  se  indica  en  un  apartado  anterior.  Una  vez 

comprobada cuál era la bacteria que contenía el plásmido correcto, éste se aisló y se preparó 

para la transformación de los parásitos, como se va detalla más adelante. 
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secundarias o de subclonaje después de haber  introducido el gen en un vector de entrada. 

Esta  tecnología  está basada  en  las propiedades de  integración  y  escisión del bacteriófago 

lambda en el genoma de E. coli por recombinación. En el sistema Gateway, las reacciones de 

integración y escisión se llevan a cabo in vitro, según se explica en la figura 2. 
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(Invitrogen). La reacción es 1 h a temperatura ambiente y para parar  la reacción se adicionó 

Proteinasa K. Con el producto de esta reacción se transformaban las células competentes. A 

partir de las colonias transformadas se llevó a cabo el aislamiento del plásmido por el método 

ya descrito (KIT E.Z.N.A.). 

Los  vectores  de  destino  utilizados  en  los  estudios  de  expresión  en  Saccharomyces 

cerevisiae  fueron  dos:  pYESDEST52  (de  expresión  inducible)  y  pDRccdBGFP  (de  expresión 

constitutiva), que permite su fusión a GFP en el extremo carboxilo terminal. 

Para  facilitar  el  clonaje,  estos  dos  vectores  presentan  dos  sitios  de  recombinación, 

attR1 y attR2,  flanqueando el gen de  selección negativa ccdB, que posibilitan una eficiente 

recombinación con un gen clonado entre los sitios de recombinación attL en un attL‐flanked 

Gateway® entry vector como D‐TOPO.  

El  vector  pYESDEST52  contiene  el  promotor  Gal1  de  levadura  que  se  induce  por 

galactosa y se inhibe en presencia de glucosa, de manera que se produce la expresión de los 

genes en medio suplementado con galactosa.  

Para  poder  identificar  y  purificar  la  proteína  expresada  en  levadura,  el  vector 

pYESDEST52 permite  la  fusión del extremo C‐terminal de  la proteína  codificada por el gen 

clonado con una secuencia que codifica un epítopo V5 y una secuencia de 6 histidinas. Dicho 

vector presenta un origen de replicación de alto número de copias en  levadura. Como ya se 

mencionaba anteriormente, el vector pDRccdBGFP permite la fusión de la proteína a GFP en 

el carboxilo terminal, con lo que hemos podido hizor no sólo estudios de funcionalidad de las 

proteínas  que  hemos  clonado,  sino  también  estudios  de  localización  en  microscopio  de 

fluorescencia de una forma directa.  

Los ensayos funcionales realizados con las proteínas HRG se llevaron a cabo tanto con 

las proteínas clonadas en el plásmido  inducible pYESDEST52 como con  la proteínas clonada 

en el plásmido de expresión constitutiva pDR. Los  resultados para ambos casos  fueron  los 

mismos. 

Así mismo, estos vectores contienen un gen que codifica resistencia a ampicilina, lo que 

permite  la  selección  de  las  bacterias  transformadas  con  la  construcción  y  también  el  gen 

URA3  para  la  selección  auxotrófica  en  un  medio  mínimo  sin  uracilo  de  las  levaduras 

transformadas.  

2.10. Transformación de levaduras 

Se realizó con el método del Acetato de Litio (Gietz and Woods 2006). Se cultivó un 

inóculo de 50 μl de levaduras en 3 ml de medio YPD líquido y se incubó durante toda la noche 
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Así mismo, estos vectores contienen un gen que codifica resistencia a ampicilina, lo que 

permite  la  selección  de  las  bacterias  transformadas  con  la  construcción  y  también  el  gen 

URA3  para  la  selección  auxotrófica  en  un  medio  mínimo  sin  uracilo  de  las  levaduras 

transformadas.  

2.10. Transformación de levaduras 

Se realizó con el método del Acetato de Litio (Gietz and Woods 2006). Se cultivó un 

inóculo de 50 μl de levaduras en 3 ml de medio YPD líquido y se incubó durante toda la noche 
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a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 

se  resuspendió  el  sedimento  en  1  ml  de  acetato  de  litio  (LiAc)  100  mM.  La  suspensión 

resultante se incubó 5 min a 30 ºC, se centrifugó de nuevo y al sedimento se adicionaron 345 

μl de una solución que contiene PEG3350 (polietilenglicol) al 35 % (p/v), 0,1 M LiAc y 3 mg/ml 

de ADNss de cadena sencilla de esperma de salmón. A continuación, se adicionaron 5 μl del 

plásmido, y el conjunto se agitó 1 min, incubándose a 42 ºC durante 20 min. Tras centrifugar la 

mezcla a 15000xg durante 30 segundos, se obtiene un sedimento celular que se resuspendió 

en 300 μl de H2O destilada estéril y se sembraron en medio SC sólido suplementado con los 

aminoácidos adecuados,  incubándose a 28  ºC durante 3 ó 4 días, hasta que  se visualizaron 

colonias. 

2.11. Ensayos de crecimiento de levaduras (líquido y gotas) 

Estos ensayos se llevaron a cabo tal y como se describe en (Huynh, Yuan et al. 2012). 

Las  levaduras  son mantenidas  en medio  YPD  +250  µM ALA  (ácido  δ‐aminolevulínico)  y  se 

transforman por el método del Acetato de Litio. Los  transformantes  son  seleccionados en 

placas SC‐Ura+ 2 % p/v glucosa + 250 µM ALA.  

Cuando  se  trataba  de  levaduras  transformadas  con  el  plásmido  inducible 

pYESDEST52, se hizo una réplica en placas SC‐Ura +2 % p/v rafinosa +250 µM ALA, y se cultivó 

durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 
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a 30 ºC. El cultivo se centrifugó durante 30 segundos a 15000xg, se eliminó el sobrenadante y 
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durante 48 h (depleción de glucosa). De aquí se hizo una réplica en medio líquido SC‐Ura+ 2 % 

p/v  rafinosa durante  18 h para depletar de hemina  los cultivos  (no  llevan ALA, van a crecer 

poco).  El  ensayo  se  realizó  en  medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa, 

suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Cuando se trataba de  levaduras transformadas con el plásmido constitutivo pDR, se 

hizo  una  réplica  en medio  líquido  SC‐Ura+2  %  p/v  glucosa  durante  18  h  para  depletar  de 

hemina los cultivos (no llevan ALA, van a crecer poco). El ensayo se realizó en medio SC‐Ura 

+2 % p/v glucosa, suplementado con ALA, hemina o hemoglobina. 

Para el ensayo en gotas, se midió  la densidad óptica a una  longitud de onda de 600 

nm y se diluyeron todos  los cultivos a 0,2. Se hicieron diluciones seriadas en agua estéril a 1, 

1/10,  1/100,  1/1000 y  1/10000. De cada dilución se sembraron  10 µl en  la placa. Cada placa de 

medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v  glucosa  se 

suplementaba con una concentración concreta de ALA, hemina o hemoglobina. 

El ensayo de crecimiento de levaduras en líquido se llevó a cabo de forma similar. Las 

células depletadas de hemo se resuspendieron en medio a una densidad óptica medida a 600 

nm  de  0,1  y  se  crecieron  en  presencia  de  las  concentraciones  indicadas  de  ALA,  hemo  o 
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hemoglobina,  en medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v 

glucosa. Este ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos, poniendo un duplicado de cada 

condición. La densidad óptica a 600 nm fue leída a las 24 h de incubación a 28 ºC. 

2.12. Transfección de Leishmania 

2.12.1. Plásmido episomal 

Los parásitos se recogieron al  final de  la  fase  logarítmica, a una densidad entre 20‐25 

millones por mililitro a 2500 rpm durante 7 min y a una temperatura de 4 ºC, se  lavaron dos 

veces  en  HBS  glucosa  frío,  y  se  resuspendieron  hasta  una  concentración  final  de  40‐100 

mill/ml. Se incubaron 400 µl de parásitos en HBS con 30‐45 µl del ADN (10 µg) en agua a 4 ºC 

durante 10min. Se dio un choque eléctrico (450 voltios, R1, 500 µF) y se añadieron 600 µl de 

medio de cultivo con suero. Tras el choque se  incubaron en hielo otros 10 min, y se pasó el 

contenido de la cubeta de electroporación a un frasco de cultivo más 4 ml (5 ml de volumen 

final) de medio de cultivo con suero.  

A  las  24 h,  se  realizaron diluciones  1:10 ó  1:5,  tomando  aproximadamente 400 µl del 

cultivo  hasta  3‐5ml  de  medio  nuevo,  y  se  añadió  aquí  el  fármaco  de  selección.  Se  dejó 

creciendo  y  seleccionando  durante  4‐10  días.  Si  se  iba  a  plaquear  en  medio  sólido,  se 

centrifugaban los parásitos electroporados ese día, se resuspendía en 1 ml de medio fresco y 

se  plaqueaban  300  µl  en  una  placa  con  el  antibiótico  de  selección  a  igual  o  menor 

concentración que en medio líquido. Se esperó 6‐18 días para la aparición de colonias. Cuando 

el cultivo  líquido hubo crecido, se dobló  la concentración de antibiótico con un pase 1:10. Se 

subió la concentración de higromicina o geneticina hasta un máximo de 0,2‐0,5 mg/ml (Pérez‐

Victoria, Gamarro et al. 2003). 

2.12.2. Generación del SKO (deleción de un alelo) 

La sustitución de  los genes LmHR1 o LmFLVCRb se  llevó a cabo según  lo descrito en 

(García‐Sánchez,  Sánchez‐Cañete  et  al.  2014, Martínez‐García,  Campos‐Salinas  et  al.  2016). 

Brevemente,  las  regiones “aguas arriba”  y “aguas abajo” de  cada gen  se amplificaron por 

PCR usando como molde ADN genómico de L. major y los oligos indicados, y se clonaron en el 

vector pGEM‐T (Promega). Entonces, el gen hyg (que confiere resistencia a la higromicina B) 

flanqueado por un fragmento de 248 pb de la región 5’ no traducida (5’UTR) y un fragmento 

de 869 pb de la región 3’no traducida (3’UTR) del gen DHFR‐TS de L. major. 
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hemoglobina,  en medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v 

glucosa. Este ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos, poniendo un duplicado de cada 

condición. La densidad óptica a 600 nm fue leída a las 24 h de incubación a 28 ºC. 

2.12. Transfección de Leishmania 

2.12.1. Plásmido episomal 

Los parásitos se recogieron al  final de  la  fase  logarítmica, a una densidad entre 20‐25 

millones por mililitro a 2500 rpm durante 7 min y a una temperatura de 4 ºC, se  lavaron dos 

veces  en  HBS  glucosa  frío,  y  se  resuspendieron  hasta  una  concentración  final  de  40‐100 

mill/ml. Se incubaron 400 µl de parásitos en HBS con 30‐45 µl del ADN (10 µg) en agua a 4 ºC 

durante 10min. Se dio un choque eléctrico (450 voltios, R1, 500 µF) y se añadieron 600 µl de 

medio de cultivo con suero. Tras el choque se  incubaron en hielo otros 10 min, y se pasó el 

contenido de la cubeta de electroporación a un frasco de cultivo más 4 ml (5 ml de volumen 

final) de medio de cultivo con suero.  

A  las  24 h,  se  realizaron diluciones  1:10 ó  1:5,  tomando  aproximadamente 400 µl del 

cultivo  hasta  3‐5ml  de  medio  nuevo,  y  se  añadió  aquí  el  fármaco  de  selección.  Se  dejó 

creciendo  y  seleccionando  durante  4‐10  días.  Si  se  iba  a  plaquear  en  medio  sólido,  se 

centrifugaban los parásitos electroporados ese día, se resuspendía en 1 ml de medio fresco y 

se  plaqueaban  300  µl  en  una  placa  con  el  antibiótico  de  selección  a  igual  o  menor 

concentración que en medio líquido. Se esperó 6‐18 días para la aparición de colonias. Cuando 

el cultivo  líquido hubo crecido, se dobló  la concentración de antibiótico con un pase 1:10. Se 

subió la concentración de higromicina o geneticina hasta un máximo de 0,2‐0,5 mg/ml (Pérez‐

Victoria, Gamarro et al. 2003). 

2.12.2. Generación del SKO (deleción de un alelo) 

La sustitución de  los genes LmHR1 o LmFLVCRb se  llevó a cabo según  lo descrito en 

(García‐Sánchez,  Sánchez‐Cañete  et  al.  2014, Martínez‐García,  Campos‐Salinas  et  al.  2016). 

Brevemente,  las  regiones “aguas arriba”  y “aguas abajo” de  cada gen  se amplificaron por 

PCR usando como molde ADN genómico de L. major y los oligos indicados, y se clonaron en el 

vector pGEM‐T (Promega). Entonces, el gen hyg (que confiere resistencia a la higromicina B) 

flanqueado por un fragmento de 248 pb de la región 5’ no traducida (5’UTR) y un fragmento 

de 869 pb de la región 3’no traducida (3’UTR) del gen DHFR‐TS de L. major. 
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hemoglobina,  en medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v 

glucosa. Este ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos, poniendo un duplicado de cada 

condición. La densidad óptica a 600 nm fue leída a las 24 h de incubación a 28 ºC. 

2.12. Transfección de Leishmania 

2.12.1. Plásmido episomal 

Los parásitos se recogieron al  final de  la  fase  logarítmica, a una densidad entre 20‐25 

millones por mililitro a 2500 rpm durante 7 min y a una temperatura de 4 ºC, se  lavaron dos 

veces  en  HBS  glucosa  frío,  y  se  resuspendieron  hasta  una  concentración  final  de  40‐100 

mill/ml. Se incubaron 400 µl de parásitos en HBS con 30‐45 µl del ADN (10 µg) en agua a 4 ºC 

durante 10min. Se dio un choque eléctrico (450 voltios, R1, 500 µF) y se añadieron 600 µl de 

medio de cultivo con suero. Tras el choque se  incubaron en hielo otros 10 min, y se pasó el 

contenido de la cubeta de electroporación a un frasco de cultivo más 4 ml (5 ml de volumen 

final) de medio de cultivo con suero.  

A  las  24 h,  se  realizaron diluciones  1:10 ó  1:5,  tomando  aproximadamente 400 µl del 

cultivo  hasta  3‐5ml  de  medio  nuevo,  y  se  añadió  aquí  el  fármaco  de  selección.  Se  dejó 

creciendo  y  seleccionando  durante  4‐10  días.  Si  se  iba  a  plaquear  en  medio  sólido,  se 

centrifugaban los parásitos electroporados ese día, se resuspendía en 1 ml de medio fresco y 

se  plaqueaban  300  µl  en  una  placa  con  el  antibiótico  de  selección  a  igual  o  menor 

concentración que en medio líquido. Se esperó 6‐18 días para la aparición de colonias. Cuando 

el cultivo  líquido hubo crecido, se dobló  la concentración de antibiótico con un pase 1:10. Se 

subió la concentración de higromicina o geneticina hasta un máximo de 0,2‐0,5 mg/ml (Pérez‐

Victoria, Gamarro et al. 2003). 
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La sustitución de  los genes LmHR1 o LmFLVCRb se  llevó a cabo según  lo descrito en 

(García‐Sánchez,  Sánchez‐Cañete  et  al.  2014, Martínez‐García,  Campos‐Salinas  et  al.  2016). 

Brevemente,  las  regiones “aguas arriba”  y “aguas abajo” de  cada gen  se amplificaron por 

PCR usando como molde ADN genómico de L. major y los oligos indicados, y se clonaron en el 

vector pGEM‐T (Promega). Entonces, el gen hyg (que confiere resistencia a la higromicina B) 

flanqueado por un fragmento de 248 pb de la región 5’ no traducida (5’UTR) y un fragmento 

de 869 pb de la región 3’no traducida (3’UTR) del gen DHFR‐TS de L. major. 
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hemoglobina,  en medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v 

glucosa. Este ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos, poniendo un duplicado de cada 

condición. La densidad óptica a 600 nm fue leída a las 24 h de incubación a 28 ºC. 

2.12. Transfección de Leishmania 

2.12.1. Plásmido episomal 

Los parásitos se recogieron al  final de  la  fase  logarítmica, a una densidad entre 20‐25 

millones por mililitro a 2500 rpm durante 7 min y a una temperatura de 4 ºC, se  lavaron dos 

veces  en  HBS  glucosa  frío,  y  se  resuspendieron  hasta  una  concentración  final  de  40‐100 

mill/ml. Se incubaron 400 µl de parásitos en HBS con 30‐45 µl del ADN (10 µg) en agua a 4 ºC 

durante 10min. Se dio un choque eléctrico (450 voltios, R1, 500 µF) y se añadieron 600 µl de 

medio de cultivo con suero. Tras el choque se  incubaron en hielo otros 10 min, y se pasó el 

contenido de la cubeta de electroporación a un frasco de cultivo más 4 ml (5 ml de volumen 

final) de medio de cultivo con suero.  
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cultivo  hasta  3‐5ml  de  medio  nuevo,  y  se  añadió  aquí  el  fármaco  de  selección.  Se  dejó 

creciendo  y  seleccionando  durante  4‐10  días.  Si  se  iba  a  plaquear  en  medio  sólido,  se 

centrifugaban los parásitos electroporados ese día, se resuspendía en 1 ml de medio fresco y 

se  plaqueaban  300  µl  en  una  placa  con  el  antibiótico  de  selección  a  igual  o  menor 

concentración que en medio líquido. Se esperó 6‐18 días para la aparición de colonias. Cuando 
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subió la concentración de higromicina o geneticina hasta un máximo de 0,2‐0,5 mg/ml (Pérez‐
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PCR usando como molde ADN genómico de L. major y los oligos indicados, y se clonaron en el 

vector pGEM‐T (Promega). Entonces, el gen hyg (que confiere resistencia a la higromicina B) 
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hemoglobina,  en medio  SC‐Ura  +2  %  p/v  rafinosa  +  0,4  %  p/v  galactosa  o  SC‐Ura  +2  %  p/v 

glucosa. Este ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos, poniendo un duplicado de cada 

condición. La densidad óptica a 600 nm fue leída a las 24 h de incubación a 28 ºC. 
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Los parásitos se recogieron al  final de  la  fase  logarítmica, a una densidad entre 20‐25 

millones por mililitro a 2500 rpm durante 7 min y a una temperatura de 4 ºC, se  lavaron dos 

veces  en  HBS  glucosa  frío,  y  se  resuspendieron  hasta  una  concentración  final  de  40‐100 
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III. Materiales y métodos 

 

 

Los promastigotes de L. major en fase  logarítmica se transfectaron con 5‐10 µg de  las 
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sistema Nucleofactor de Amaxa (Lonza). Los parásitos transfectados se seleccionaron con 50 

µg/ml de higromicina B, realizando diluciones seriadas de los cultivos y sembrando en placas 

de  96  pocillos.  Se  aumentó  el  volumen  de  aquellos  pocillos  en  los  que  se  observaron 
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suplementado con suero y con el fármaco de selección a una concentración apropiada. En el 

caso de selección con puromicina se repitió ésto los días 3 y 4 de la transfección, hasta que el 
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III. Materiales y métodos 

 

 

Este plásmido posee dos promotores  T7  en direcciones opuestas,  entre  los que  se 

clona el  fragmento de PCR. Estos promotores  son  inducibles por Tetraciclina, de  tal  forma 

que se puede inducir la transcripción del fragmento de ARN de doble cadena que silenciará el 

ARN m de nuestras proteínas en las células transfectadas.  

El plásmido se transfectó de forma linealizada, tras digerirlo con NotI y tal y como se 

explicó anteriormente.  

Para  conocer  si  la  interferencia  de  estas  proteínas  afectaba  a  la  viabilidad  de  los 

parásitos se realizaron curvas de crecimiento en presencia o ausencia de Doxociclina, que es 

un derivado de la tetraciclina sintética y que se utiliza para la inducción de los promotores T7. 

También  se  hicieron  estudios  con  microscopía  de  los  parásitos  cuando  se  realizaba  la 

interferencia de ARN para ver si había efectos a nivel morfológico.  

2.16. Microscopía de fluorescencia 

Para conocer  la  localización de  las distintas proteínas que hemos  ido estudiando, se 

utilizó  la  construcción  quimérica  de  cada  proteína  con  fusión  en  Carboxilo  terminal  de  la 

proteína  verde  fluorescente  (GFP)  y  distintos  marcadores  conocidos  de  cada  orgánulo 

celular. 

En  cada  caso,  se  ha mostrado  un  parásito  representativo  de  la  población  total  de 

parásitos  con  un  patrón  de  fluorescencia  similar.  El  mapa  de  colocalización  muestra  la 

intensidad de colocalización entre nuestra proteína y  la  sonda empleada. El mapa de color 

representa los valores del índice de Correlación Icorr (que van entre ‐1 y +1). En estos mapas, 

valores  correlacionados  negativamente  (entre  ‐1  y  0)  se muestran  en  colores  azul‐verde, 

mientras que  los  valores  correlacionados positivamente  (entre 0y  +1)  aparecen  en  colores 

amarillo‐rojo. El índice de correlación (Icorr) representa la fracción de píxeles correlacionados 

positivamente en las imágenes 3D. Los resultados muestran una imagen representativa de la 

proyección en Z.  

2.16.1. Cultivo de levaduras para microscopía  

El cultivo de levaduras se llevó a fase exponencial para la visualización de las levaduras 

en microscopio de fluorescencia. Para ello, del cultivo en sólido de  las  levaduras se hizo una 

réplica en cultivo líquido durante 16 h a 28 ºC, y 200 rpm. Tras esas 16 h, se hizo una dilución 

de  las  levaduras  a  una  DO600  de  0,4.  Tras  3‐4  h  de  cultivos  las  levaduras  están  en  fase 

exponencial  de  crecimiento  a  una  DO600  de  unos  0,8‐1,  y  en  este momento  se  realizó  la 

incubación con las distintas sondas. El marcaje de las sondas se llevó a cabo en medio mínimo 
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del ARN obtenido se determinó mediante espectrofotometría, en NanoDrop ND‐1000 UV‐Vis 

Spectrophotometer. 

2.17.2. Síntesis de ADN complementario 

El ADN complementario fue sintetizado a partir de 1 µg de ARN total utilizando el kit de 

síntesis qSCRIPTTMcDNA (Quanta Biosciences, Inc.) según las recomendaciones del fabricante 

y siguiendo el protocolo que aparece en la tabla 4. 

 

 

 

2.17.3. Amplificación del ADN complementario 

El ADN complementario  fue amplificado con  las distintas parejas de oligonucleótidos 

para  cada  gen.  Los  genes  de  Actina,  Tubulina  y  GAPDH  se  utilizaron  como  genes 

normalizadores,  al  tratarse  de  genes  de  expresión  constitutiva.  La  PCR  cuantitativa  fue 

llevada a cabo con iTaq Universal SYBR Green Supermix en un termociclador BioRad CFX96. 

Para confirmar la especificidad se controlaron los valores de Tm (melting temperature), 

y para eliminar la posibilidad de contaminaciones con ADN genómico se incluyeron controles 

en los que no se había añadido la reverso transcriptasa.  

2.17.4. Análisis de los resultados 

Los  resultados  mostrados  en  cada  caso  de  la  qRT‐PCR  son  la  media  de  tres 

experimentos independientes. La cantidad relativa de cada transcrito se calculó utilizando el 

Software CFX Manager, con el método ∆∆Cq (Livak and Schmittgen 2001). Los datos de  los 

transcritos de los distintos genes se normalizaron con los genes constitutivos actina, tubulina, 

y GADPH, siendo calculados como la diferencia en el umbral de los ciclos qPCR (∆CT = CT gen 

de  interés‐CT gen o genes de  referencia). La expresión de cada gen  se determinó como  la 

diferencia entre los valores ∆Ct (∆∆Ct), utilizando en cada caso su control. Como un ciclo de 

PCR representa 2 veces la diferencia en la abundancia del ADNc (generado a partir del ARNm 

por  la  enzima Reverso  Transcriptasa),  los  cambios  en  la  abundancia  relativa  se  calcularon 

como 2‐∆∆CT. 
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2.18. Hibridación ADN‐ADN (Southern Blot) 

2.18.1. Transferencia alcalina por capilaridad 

La  transferencia  de  ADN  por  capilaridad  a  una  membrana  de  nylon  cargada 

positivamente  se  realizó  siguiendo el protocolo de  transferencia alcalina. Para ello, el ADN 

genómico (5 µg) previamente digerido se separó por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % 

(p/v) a 60 V durante 150‐200 min, en función de las bandas que queramos visualizar. La tinción 

con el bromuro de etidio se realizó tras la electroforesis, sumergiendo el gen durante 15 min 

en  una  solución  de  BrEt  0,25‐0,5  µg/ml.  Una  vez  fotografiado  el  gel  y  establecidas  sus 

dimensiones, el gel se sumergió en la solución de despurinización (0,25 M HCl) durante 10‐15 

min hasta que se produjo el viraje del azul de bromofenol a amarillo. Este tratamiento ácido 

permite  introducir  mellas  en  el  ADN  y  despurinarlo,  lo  que  facilita  la  transferencia.  La 

desnaturalización  alcalina  del  ADN  se  realizó  sumergiendo  el  gel  en  la  solución  de 

desnaturalización (NaCl 1,5 M y 0,5 M NaOH) durante 15 min. Pasado este tiempo se renovó la 

solución y se dejó durante 15 min más.  

Posteriormente,  el gel  se  lavó  con  agua destilada. Para neutralizar  el ADN,  el gel  se 
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Las membranas se conservaron secas entre papel de filtro a temperatura ambiente selladas 

en bolsa de plástico hasta su utilización.  
 

2.18.2. Marcaje de la sonda con digoxigenina 

Se  utilizó  un marcaje  con  digoxigenina  acoplada  a  un  dNTP,  en  este  caso  dUTP.  El 

marcaje  de  la  sonda  con  digoxigenina  y  la  detección  de  los  híbridos  ADN‐ADN  se  realizó 

utilizando el  sistema  comercial DIG DNA  Labelling and Detection Kit  (Roche). Las  sondas de 

ADN  se  sintetizaron  por  PCR  utilizando  una  mezcla  de  dNTPs  que  contiene  DIG‐11‐dUTP 

(Roche),  lo  que  produce  una  incorporación múltiple  de  dUTP marcado,  ya  que  puede  ser 

usado  como  sustrato  por  la  enzima  Taq‐polimerasa,  reemplazando  al  dTTP  durante  la 

reacción  en  cadena  de  la  polimerasa.  Como  ADN  molde  se  utilizó  10  ng–3  µg  de  ADN 

genómico de cada una de las líneas de Leishmania major. Este ADN se desnaturalizó durante 

10 min a 98‐100 ºC. Tras  la desnaturalización se  incubó en hielo (a 4 ºC) durante 10 min, y se 

añadieron 2 µl de hexanucleótidos  10x, 2 µl DIG DNA Labeling Mix  10x y  1 µl de polimerasa 

Klenow. Esta mezcla se incubó a 37 ºC durante 16 h. Esta reacción se detuvo añadiendo 2 µl de 

EDTA 0,2 M pH 8, 2 µl de LiCl 4 M y 60 µl de etanol absoluto, e incubando 30 min a ‐80 ºC. En 

estas condiciones la sonda precipitó y se resuspendió en 50 µl de tampón TE. 

La sonda marcada se utilizó diluida a una concentración de entre 5‐25 ng/ml en solución 
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de  hibridación  (DIG  Easy  Hyb  Granules,  Roche).  Las  sondas  preparadas  en  solución  de 

hibridación se conservaron a ‐20 ºC pudiendo ser reutilizadas posteriormente. 

2.18.3. Hibridación y lavados 

El proceso de hibridación utilizando ADN homólogo como sonda se efectuó utilizando 

un horno de hibridación. La prehibridación de la membrana se realizó durante 2 h a 42 ºC.  

Mientras  tanto,  se  desnaturalizó  la  sonda  a  100  ºC  durante  10  min.  Tras  esta 

desnaturalización, se incubó la sonda 10 min en hielo, y se diluyó en la solución de hibridación.  

Una  vez  concluida  la  prehibridación  de  la  membrana,  se  retira  esta  solución  de 

hibridación y se  reemplaza por  la solución de hibridación que contiene  la sonda marcada y 

desnaturalizada,  dejando  incubar  toda  la  noche  a  la  temperatura  de  hibridación,  con  una 

velocidad de rotación de 30. 

El rango de la temperatura de hibridación (Aslett, Aurrecoechea et al.) se calcula: 

Thib=Tm de la sonda–(20 ó 25) 

Tm =49,82 + 0,41 (% G+C)–(600/l)  

l=longitud de la sonda en número de pares de bases 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

Las membranas se conservaron secas entre papel de filtro a temperatura ambiente selladas 

en bolsa de plástico hasta su utilización.  
 

2.18.2. Marcaje de la sonda con digoxigenina 

Se  utilizó  un marcaje  con  digoxigenina  acoplada  a  un  dNTP,  en  este  caso  dUTP.  El 

marcaje  de  la  sonda  con  digoxigenina  y  la  detección  de  los  híbridos  ADN‐ADN  se  realizó 

utilizando el  sistema  comercial DIG DNA  Labelling and Detection Kit  (Roche). Las  sondas de 

ADN  se  sintetizaron  por  PCR  utilizando  una  mezcla  de  dNTPs  que  contiene  DIG‐11‐dUTP 

(Roche),  lo  que  produce  una  incorporación múltiple  de  dUTP marcado,  ya  que  puede  ser 

usado  como  sustrato  por  la  enzima  Taq‐polimerasa,  reemplazando  al  dTTP  durante  la 

reacción  en  cadena  de  la  polimerasa.  Como  ADN  molde  se  utilizó  10  ng–3  µg  de  ADN 

genómico de cada una de las líneas de Leishmania major. Este ADN se desnaturalizó durante 

10 min a 98‐100 ºC. Tras  la desnaturalización se  incubó en hielo (a 4 ºC) durante 10 min, y se 

añadieron 2 µl de hexanucleótidos  10x, 2 µl DIG DNA Labeling Mix  10x y  1 µl de polimerasa 

Klenow. Esta mezcla se incubó a 37 ºC durante 16 h. Esta reacción se detuvo añadiendo 2 µl de 

EDTA 0,2 M pH 8, 2 µl de LiCl 4 M y 60 µl de etanol absoluto, e incubando 30 min a ‐80 ºC. En 

estas condiciones la sonda precipitó y se resuspendió en 50 µl de tampón TE. 

La sonda marcada se utilizó diluida a una concentración de entre 5‐25 ng/ml en solución 

de  hibridación  (DIG  Easy  Hyb  Granules,  Roche).  Las  sondas  preparadas  en  solución  de 

hibridación se conservaron a ‐20 ºC pudiendo ser reutilizadas posteriormente. 
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El proceso de hibridación utilizando ADN homólogo como sonda se efectuó utilizando 

un horno de hibridación. La prehibridación de la membrana se realizó durante 2 h a 42 ºC.  

Mientras  tanto,  se  desnaturalizó  la  sonda  a  100  ºC  durante  10  min.  Tras  esta 

desnaturalización, se incubó la sonda 10 min en hielo, y se diluyó en la solución de hibridación.  

Una  vez  concluida  la  prehibridación  de  la  membrana,  se  retira  esta  solución  de 

hibridación y se  reemplaza por  la solución de hibridación que contiene  la sonda marcada y 

desnaturalizada,  dejando  incubar  toda  la  noche  a  la  temperatura  de  hibridación,  con  una 

velocidad de rotación de 30. 

El rango de la temperatura de hibridación (Aslett, Aurrecoechea et al.) se calcula: 

Thib=Tm de la sonda–(20 ó 25) 

Tm =49,82 + 0,41 (% G+C)–(600/l)  

l=longitud de la sonda en número de pares de bases 

 
III. Materiales y métodos 
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2.18.2. Marcaje de la sonda con digoxigenina 

Se  utilizó  un marcaje  con  digoxigenina  acoplada  a  un  dNTP,  en  este  caso  dUTP.  El 

marcaje  de  la  sonda  con  digoxigenina  y  la  detección  de  los  híbridos  ADN‐ADN  se  realizó 

utilizando el  sistema  comercial DIG DNA  Labelling and Detection Kit  (Roche). Las  sondas de 

ADN  se  sintetizaron  por  PCR  utilizando  una  mezcla  de  dNTPs  que  contiene  DIG‐11‐dUTP 

(Roche),  lo  que  produce  una  incorporación múltiple  de  dUTP marcado,  ya  que  puede  ser 

usado  como  sustrato  por  la  enzima  Taq‐polimerasa,  reemplazando  al  dTTP  durante  la 

reacción  en  cadena  de  la  polimerasa.  Como  ADN  molde  se  utilizó  10  ng–3  µg  de  ADN 

genómico de cada una de las líneas de Leishmania major. Este ADN se desnaturalizó durante 

10 min a 98‐100 ºC. Tras  la desnaturalización se  incubó en hielo (a 4 ºC) durante 10 min, y se 

añadieron 2 µl de hexanucleótidos  10x, 2 µl DIG DNA Labeling Mix  10x y  1 µl de polimerasa 

Klenow. Esta mezcla se incubó a 37 ºC durante 16 h. Esta reacción se detuvo añadiendo 2 µl de 

EDTA 0,2 M pH 8, 2 µl de LiCl 4 M y 60 µl de etanol absoluto, e incubando 30 min a ‐80 ºC. En 

estas condiciones la sonda precipitó y se resuspendió en 50 µl de tampón TE. 

La sonda marcada se utilizó diluida a una concentración de entre 5‐25 ng/ml en solución 

de  hibridación  (DIG  Easy  Hyb  Granules,  Roche).  Las  sondas  preparadas  en  solución  de 

hibridación se conservaron a ‐20 ºC pudiendo ser reutilizadas posteriormente. 
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El proceso de hibridación utilizando ADN homólogo como sonda se efectuó utilizando 

un horno de hibridación. La prehibridación de la membrana se realizó durante 2 h a 42 ºC.  

Mientras  tanto,  se  desnaturalizó  la  sonda  a  100  ºC  durante  10  min.  Tras  esta 

desnaturalización, se incubó la sonda 10 min en hielo, y se diluyó en la solución de hibridación.  

Una  vez  concluida  la  prehibridación  de  la  membrana,  se  retira  esta  solución  de 

hibridación y se  reemplaza por  la solución de hibridación que contiene  la sonda marcada y 

desnaturalizada,  dejando  incubar  toda  la  noche  a  la  temperatura  de  hibridación,  con  una 

velocidad de rotación de 30. 

El rango de la temperatura de hibridación (Aslett, Aurrecoechea et al.) se calcula: 

Thib=Tm de la sonda–(20 ó 25) 
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Se  utilizó  un marcaje  con  digoxigenina  acoplada  a  un  dNTP,  en  este  caso  dUTP.  El 

marcaje  de  la  sonda  con  digoxigenina  y  la  detección  de  los  híbridos  ADN‐ADN  se  realizó 

utilizando el  sistema  comercial DIG DNA  Labelling and Detection Kit  (Roche). Las  sondas de 

ADN  se  sintetizaron  por  PCR  utilizando  una  mezcla  de  dNTPs  que  contiene  DIG‐11‐dUTP 

(Roche),  lo  que  produce  una  incorporación múltiple  de  dUTP marcado,  ya  que  puede  ser 

usado  como  sustrato  por  la  enzima  Taq‐polimerasa,  reemplazando  al  dTTP  durante  la 

reacción  en  cadena  de  la  polimerasa.  Como  ADN  molde  se  utilizó  10  ng–3  µg  de  ADN 

genómico de cada una de las líneas de Leishmania major. Este ADN se desnaturalizó durante 

10 min a 98‐100 ºC. Tras  la desnaturalización se  incubó en hielo (a 4 ºC) durante 10 min, y se 

añadieron 2 µl de hexanucleótidos  10x, 2 µl DIG DNA Labeling Mix  10x y  1 µl de polimerasa 

Klenow. Esta mezcla se incubó a 37 ºC durante 16 h. Esta reacción se detuvo añadiendo 2 µl de 

EDTA 0,2 M pH 8, 2 µl de LiCl 4 M y 60 µl de etanol absoluto, e incubando 30 min a ‐80 ºC. En 

estas condiciones la sonda precipitó y se resuspendió en 50 µl de tampón TE. 

La sonda marcada se utilizó diluida a una concentración de entre 5‐25 ng/ml en solución 

de  hibridación  (DIG  Easy  Hyb  Granules,  Roche).  Las  sondas  preparadas  en  solución  de 

hibridación se conservaron a ‐20 ºC pudiendo ser reutilizadas posteriormente. 

2.18.3. Hibridación y lavados 

El proceso de hibridación utilizando ADN homólogo como sonda se efectuó utilizando 

un horno de hibridación. La prehibridación de la membrana se realizó durante 2 h a 42 ºC.  

Mientras  tanto,  se  desnaturalizó  la  sonda  a  100  ºC  durante  10  min.  Tras  esta 

desnaturalización, se incubó la sonda 10 min en hielo, y se diluyó en la solución de hibridación.  

Una  vez  concluida  la  prehibridación  de  la  membrana,  se  retira  esta  solución  de 

hibridación y se  reemplaza por  la solución de hibridación que contiene  la sonda marcada y 

desnaturalizada,  dejando  incubar  toda  la  noche  a  la  temperatura  de  hibridación,  con  una 

velocidad de rotación de 30. 

El rango de la temperatura de hibridación (Aslett, Aurrecoechea et al.) se calcula: 

Thib=Tm de la sonda–(20 ó 25) 

Tm =49,82 + 0,41 (% G+C)–(600/l)  

l=longitud de la sonda en número de pares de bases 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

Las membranas se conservaron secas entre papel de filtro a temperatura ambiente selladas 

en bolsa de plástico hasta su utilización.  
 

2.18.2. Marcaje de la sonda con digoxigenina 

Se  utilizó  un marcaje  con  digoxigenina  acoplada  a  un  dNTP,  en  este  caso  dUTP.  El 

marcaje  de  la  sonda  con  digoxigenina  y  la  detección  de  los  híbridos  ADN‐ADN  se  realizó 

utilizando el  sistema  comercial DIG DNA  Labelling and Detection Kit  (Roche). Las  sondas de 

ADN  se  sintetizaron  por  PCR  utilizando  una  mezcla  de  dNTPs  que  contiene  DIG‐11‐dUTP 

(Roche),  lo  que  produce  una  incorporación múltiple  de  dUTP marcado,  ya  que  puede  ser 

usado  como  sustrato  por  la  enzima  Taq‐polimerasa,  reemplazando  al  dTTP  durante  la 

reacción  en  cadena  de  la  polimerasa.  Como  ADN  molde  se  utilizó  10  ng–3  µg  de  ADN 

genómico de cada una de las líneas de Leishmania major. Este ADN se desnaturalizó durante 

10 min a 98‐100 ºC. Tras  la desnaturalización se  incubó en hielo (a 4 ºC) durante 10 min, y se 

añadieron 2 µl de hexanucleótidos  10x, 2 µl DIG DNA Labeling Mix  10x y  1 µl de polimerasa 

Klenow. Esta mezcla se incubó a 37 ºC durante 16 h. Esta reacción se detuvo añadiendo 2 µl de 

EDTA 0,2 M pH 8, 2 µl de LiCl 4 M y 60 µl de etanol absoluto, e incubando 30 min a ‐80 ºC. En 

estas condiciones la sonda precipitó y se resuspendió en 50 µl de tampón TE. 

La sonda marcada se utilizó diluida a una concentración de entre 5‐25 ng/ml en solución 

de  hibridación  (DIG  Easy  Hyb  Granules,  Roche).  Las  sondas  preparadas  en  solución  de 

hibridación se conservaron a ‐20 ºC pudiendo ser reutilizadas posteriormente. 

2.18.3. Hibridación y lavados 

El proceso de hibridación utilizando ADN homólogo como sonda se efectuó utilizando 

un horno de hibridación. La prehibridación de la membrana se realizó durante 2 h a 42 ºC.  

Mientras  tanto,  se  desnaturalizó  la  sonda  a  100  ºC  durante  10  min.  Tras  esta 

desnaturalización, se incubó la sonda 10 min en hielo, y se diluyó en la solución de hibridación.  

Una  vez  concluida  la  prehibridación  de  la  membrana,  se  retira  esta  solución  de 

hibridación y se  reemplaza por  la solución de hibridación que contiene  la sonda marcada y 

desnaturalizada,  dejando  incubar  toda  la  noche  a  la  temperatura  de  hibridación,  con  una 

velocidad de rotación de 30. 

El rango de la temperatura de hibridación (Aslett, Aurrecoechea et al.) se calcula: 

Thib=Tm de la sonda–(20 ó 25) 

Tm =49,82 + 0,41 (% G+C)–(600/l)  

l=longitud de la sonda en número de pares de bases 



 
III. Materiales y métodos 
 

 

Tras la hibridación se recuperó la sonda, y se almacenó a ‐20 ºC, ya que ésta se puede 

reutilizar 3‐5 veces. En ese caso, es necesario desnaturalizarla a 65  ºC antes de utilizarla de 

nuevo. 

El  lavado de  la membrana  se  realizó en  las  siguientes  condiciones de  fuerza  iónica y 

temperatura:  dos  lavados  de  5 min  cada  uno  en  SSC  2x;  SDS  0,1  %  (p/v),  a  temperatura 

ambiente (horno de hibridación abierto con control de temperatura apagado y velocidad de 

rotación de 45), seguido de dos lavados de 15 min en SSC 0,1x y SDS 0,1 % (p/v) a 68 ºC (en el 

horno de hibridación y manteniendo  la velocidad de  rotación en 45). Los  lavados permiten 

retirar la sonda hibridada inespecíficamente. 

2.18.4. Detección inmunológica 

La detección con fosfatasa alcalina se realizó a temperatura ambiente. Esta reacción se 

realizó  con  el  sistema  Detection  Kit  (Roche),  siguiendo  el  protocolo  detallado  por  el 

fabricante  con  leves  modificaciones.  La  detección  de  la  sonda  se  basa  en  el  uso  de 

anticuerpos  antidigoxigenina  conjugados  con  la  enzima  fosfatasa  alcalina.  Esta  enzima 

provoca la desfosforilación del sustrato 5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolilfosfato (BCIP) para dar lugar 

a  un  producto  de  color  azul  oscuro.  La  sal  de  azul  de  nitrotetrazolio  (NBT)  actúa  como 

oxidante  y  también  genera  un  color  azul  oscuro,  de modo  que  se  intensifica  el  color  al 

producirse un precipitado azul insoluble, lo que hizo que la detección sea más sensible. 

La membrana se lavó durante 3 min con tampón de lavado (solución de ácido maléico 

con 0,3 % Tween 20). Tras este  lavado,  la membrana  se  incubó primero durante 30 min en 

solución de bloqueo (Blocking Reagent de Roche, en solución de ácido maléico), para evitar 

la  unión  específica  de  los  anticuerpos  anti‐digoxigenina  a  la membrana,  y  posteriormente 

otros  30  min  con  solución  de  anticuerpo  (solución  de  bloqueo  con  antidigoxigenin‐AP 

conjugate  Fab  fragments  de  Roche,  en  una  dilución  1:10000).  Tras  la  incubación  con  el 

anticuerpo, se lavó la membrana dos veces durante 15 min con tampón de lavado, y después 

se equilibró durante 5 min con la solución de detección (0,1 M Tris‐HCl y 0,1 M NaCl, pH 9,5).  

Para la visualización de las bandas, la membrana se incubó con la solución de detección 

suplementada  con NBT/BCIP  (Roche)  en oscuridad hasta que  aparecieron  las bandas. Esta 

última reacción se paró lavando la membrana con agua destilada.  

 

 

 
III. Materiales y métodos 
 

 

Tras la hibridación se recuperó la sonda, y se almacenó a ‐20 ºC, ya que ésta se puede 
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La detección con fosfatasa alcalina se realizó a temperatura ambiente. Esta reacción se 
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fabricante  con  leves  modificaciones.  La  detección  de  la  sonda  se  basa  en  el  uso  de 

anticuerpos  antidigoxigenina  conjugados  con  la  enzima  fosfatasa  alcalina.  Esta  enzima 

provoca la desfosforilación del sustrato 5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolilfosfato (BCIP) para dar lugar 

a  un  producto  de  color  azul  oscuro.  La  sal  de  azul  de  nitrotetrazolio  (NBT)  actúa  como 

oxidante  y  también  genera  un  color  azul  oscuro,  de modo  que  se  intensifica  el  color  al 

producirse un precipitado azul insoluble, lo que hizo que la detección sea más sensible. 

La membrana se lavó durante 3 min con tampón de lavado (solución de ácido maléico 

con 0,3 % Tween 20). Tras este  lavado,  la membrana  se  incubó primero durante 30 min en 

solución de bloqueo (Blocking Reagent de Roche, en solución de ácido maléico), para evitar 
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2.19. Detección de proteínas (Western Blot) 

2.19.1. Transferencia a la membrana 

Las proteínas recombinantes fusionadas a GFP se detectaron utilizando un anticuerpo 

policlonal  anti‐  GFP  de  conejo  (Molecular  Probes,  Invitrogen).  Para  ello,  las  proteínas  se 

transfirieron  a  un  soporte  sólido  a  partir  de  un  gel  SDS‐PAGE  y  posteriormente  se 

inmunodetectaron por quimioluminiscencia. 

El  soporte  sólido  utilizado  fueron  membranas  de  difluoropolivinilideno  (PVDF)  que 

presentan un tamaño de poro de 0,45 µm y son capaces de retener proteínas de más de 10 

kDa. Las  incubaciones del gel y  la membrana en  las distintas soluciones empleadas en esta 

técnica se realizaron a temperatura ambiente y en agitación. 

Como primer paso de  esta  técnica,  el gel desnaturalizante de  SDS, que  contenía  las 

proteínas  a  analizar  fue  incubado  durante  30 min  en  solución  de  transferencia. Mientras 

tanto,  la membrana de PVDF, de un tamaño  ligeramente superior que el gel, fue sumergida 

en metanol absoluto durante 15 seg y posteriormente lavada durante 2 min con agua Milli‐Q®. 

A  continuación,  la membrana  fue  incubada  durante  5 min  en  la  solución  de  transferencia. 

Posteriormente,  sobre  la  placa  correspondiente  al  polo  positivo  del  dispositivo  de 

transferencia, se depositó una pieza de papel “Extra Thick Blot Paper” del mismo tamaño que 

la  membrana,  previamente  humedecida  en  la  solución  de  transferencia.  Sobre  ellas  se 

depositó la membrana de PVDF y, a continuación, se colocó el gel de SDS‐PAGE, y sobre éste 

otra pieza de papel “Extra Thick Blot Paper” del mismo tamaño que  la membrana, también 

humedecida en la solución de transferencia. Finalmente, se colocó la placa correspondiente al 

polo negativo del dispositivo de transferencia. La transferencia se realizó durante 45 min a 23 

V.  

A  continuación,  para  comprobar  la  eficiencia  de  la  transferencia,  la  membrana  se 

incubó durante 5 min en la solución de transferencia y, seguidamente, se tiñó con la solución 

de Rojo Ponceau (5 %) y ácido acético (1 %) durante 1 min. Posteriormente,  la membrana se 

lavó con agua Milli‐Q® hasta visualizar  las proteínas. Con un  lápiz se pueden anotar sobre  la 

membrana las posiciones de los pesos moleculares estándares. Inmediatamente, se destiñó la 

membrana utilizando una solución de 0,1 N NaOH. Posteriormente, la membrana se bloqueó 

con la solución de bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4 

ºC.  
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preparada  como  se menciona  en  el  apartado  anterior. Después  de  incubarse  esta mezcla 

durante 60 min a temperatura ambiente y agitación suave (tras los primeros 30 min se añadió 

tampón Kpi pH 6,3 de una solución 100 mM, de tal forma que quedase a 10 mM), se eliminó 

por centrifugación  (8 min,  10000  rpm y  temperatura ambiente)  la proteína precipitada y  la 

MgPPIX‐ApoHb  se  separó  de  la  MgPPIX  no  incorporada  mediante  filtración  en  gel  en 

columnas PD‐10  (GE Healthcare), equilibradas previamente  con  tampón  kpi pH 6,3  10 mM, 

seguido  de  una  cromatografía  de  afinidad  en  columnas  de  CM‐Celulosa  (Sigma‐Aldrich) 

(preparadas  en  el  laboratorio  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante).  Finalmente,  el 

tampón de elución,  tampón kpi 30 mM pH 7 en este caso,  se cambió por PBS usando una 

nueva columna PD10. 

La cuantificación de la ApoHb‐PPIX se realizó con el método Bradford (Bradford 1976) 

utilizando una curva patrón de Hemoglobina. 

2.21.1. Formación de PPIX‐ApoHb 

Para medir  la formación de hemo de novo, se preparó un análogo fluorescente de  la 
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solución saturada de PPIX‐Na en agua (λ=408 nm, ε=262 en HCl 2.7 N), que se  incubó con  la 

apohemoglobina, manteniendo la relación 7 µg de PPIX Na /100 µg de ApoHb. La incubación 

se realizó durante 60 min en agitación suave a temperatura ambiente (tras  los primeros 30 
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mediante filtración en gel en columnas PD‐10 (GE Healthcare), equilibradas previamente con 

tampón kpi pH 6,3 10 mM, y la elución se realizó en este mismo tampón. Este eluido se pasó 

por una columna de intercambio iónico (HiTrapTM CM, GE Healthcare) y esta nueva elución se 

realizó con tampón kpi 30 mM pH 7. Por último, para tener la ApoHbPPIX en tampón PBS se 

volvió a pasar por una nueva columna PD10 de exclusión molecular equilibrada con PBS. 

La  cuantificación  de  la  ApoHb  se  realizó  con  el método  Bradford  (Bradford  1976) 

utilizando una curva patrón de Hemoglobina. 

2.22. Preparación de suero depletado de hemo 

El SBF depletado de hemo se preparó tal y como se describe en (Carvalho, Cruz et al. 

2009). Brevemente,  el  suero  inactivado  se  filtra  en  columnas Amicon Ultra  10.000 MWCO 

(Millipore,  Carrigtwohill,  Co.  Cork,  Ireland),  para  seleccionar  la  fracción  de  bajo  peso 
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molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 
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2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 

ferroquelatasa.  Esta  enzima  cataliza  la  incorporación  de  hierro  al  precursor  PPIX  para 

sintetizar hemo, tal y como se indica en el siguiente esquema. 

 
III. Materiales y métodos 

 

 

molecular del suero (20min a 3000xg). La depleción de hemo en el suero se verificó midiendo 

la  absorbancia  a  una  longitud  de  onda  de  405  nm  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Este  suero 

depletado de hemo permite un crecimiento normal de L. major cuando se le añade una fuente 

exógena de hemo (hemina o hemoglobina), tal y cómo se observa en la figura 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.23. Formación de hemo de novo a partir de PPIX y ApoHbPPIX 

La  síntesis de hemo  a partir de  su precursor PPIX ó ApoHbPPIX  se  cuantificó  tal  y 

cómo  se  ha  descrito  previamente  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011, Martínez‐

García, Campos‐Salinas et al. 2016) con algunas modificaciones. Brevemente, los parásitos se 

incubaron  en  medio  de  cultivo  suplementado  con  10  %  suero  bovino  fetal  inactivado 

depletado de hemo durante  16 h con o sin 0,5 µM de PPIX ó 0,125 µM ApoHbPPIX a 28  ºC. 

Trascurrido  este  tiempo,  los  parásitos  una  vez  lavados  se  lisaron  con  seis  ciclos  de 

congelación/descongelación con nitrógeno  líquido y el hemo  intracelular se midió con el kit 

Hemin Assay (Sigma‐Aldrich) y se nomalizó por cantidad de proteína. El hemo sintetizado de 

novo era la diferencia de los niveles de hemo medidos en parásitos incubados en la presencia 

o la ausencia de PPIX o ApoHbPPIX.  

El  ensayo  de  formación  de  hemo  de  novo  a partir  de PPIX  y ApoHbPPIX  se puede 

realizar  en  Leishmania  porque  a  diferencia  de  los  otros  géneros  de  tripanosomátidos 

patógenos  (Trypanosoma  brucei  y  Trypanosoma  cruzi),  Leishmania  spp  posee  el  gen  de  la 
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y  en  una  atmósfera  con  5  %  CO2.  Las  células  se  fijaron  luego  y  se  tiñeron  con DAPI  y  se 

observaron por microscopía de fluorescencia en campo amplio Olympus  IX81. Los parásitos 

se  cuantificaron utilizando el  software  Image  J  (http://rsb.info.nih.gov/ij/)  tal  y  como  se ha 

descrito (Cavazzuti, Paglietti et al. 2008). 
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membrana antes del ensayo de precipitación. Brevemente, 2 mg de proteínas de membrana 

de parásitos expresando LmFLVCRb‐GFP, se obtuvieron como se describe en (Pérez‐Victoria, 

Pérez‐Victoria et al. 2011). Las proteínas de membrana se solubilizaron con Triton X‐100 al 1 % 

durante 3 h a 4 ºC. Despues de la ultracentrifugación, las proteínas solubilizadas se diluyeron 

10 veces  con  tampón de dilución  (100 mM KPi pH  7,4,  150 mM NaCl,  1 mM DTT and  1 mM 

PMSF) para disminuir la concentración final de detergente a un 0,1 %. Las alícuotas de hemina 
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agarosa  se  equilibraron  con  tampón  de  dilución  frío  que  contenía  Triton  X‐100  al  0,1  %  e 

incubadas con 30 µg de proteína solubilizada durante 30 min a 4 ºC. Luego, se lavaron cuatro 

veces con tampón de lavado frío y se eluyeron con 20 µl de tampón Laemmli. La proteína de 

fusión FLVCRbGFP se detectó por Western Blot utilizando un anticuerpo policlonal anti GFP. 

Cuando se  indica, diferentes concentraciones de hemina se añadieron durante  la  incubación 

de las proteínas solubilizadas con la hemina agarosa.  

2.30. Ensayos de actividad catalasa 

La actividad de la catalasa se midió tal y como se describe en (Iwase et al, 2013) pero 

con algunas modificaciones para adaptarlo al uso de levaduras. Brevemente, las levaduras se 

cultivaron  durante  24  h  sin  ácido  δ‐aminolevulínico  para  depletarlas  de  hemo  y  luego 

incubadas durante 16 h en ausencia o presencia de 0,5 μM de hemoglobina ó 2 μM de hemina. 

Las células se ajustaron a una DO600 de 5 en 1 ml de agua, y se les añadió 300 μl de Triton X‐

100 al 1 % y 300 μl de peróxido de hidrógeno al 30 %. Las burbujas de oxígeno generadas por la 

actividad  de  la  enzima  catalasa  quedan  atrapadas  por  el  detergente  Triton  X‐100  y  son 

observadas como espuma, cuya altura es proporcional a la actividad de la enzima.  

Este ensayo de actividad catalasa se adaptó a placas de 96 pocillos con un volumen de 

100 µl de cultivo para la búsqueda de inhibidores de las proteínas TrypHRG. Se discriminaron 

estos inhibidores añadiendo a cada pocillo 30 µl de peróxido de hidrógeno y 30 µl de Triton X‐

100 al  1 %. De esta  forma,  se visualizó espuma en aquellos pocillos donde no había habido 

inhibición  de  las  proteínas  TrypHRG,  y  podían  identificarse  de manera  visual  los  pocillos 

donde se había añadido un compuesto con actividad inhibitoria. 

2.31. Búsqueda de inhibidores de las proteínas TrypHRG 
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A las 24 h de cultivo a 28 ºC y 180 rpm, se midió la DO a 600 nm en un lector de placas 

Envision Multilabel Plate Reader, P.E..  

2.31.2. Determinación del factor (Z) 

El factor Z para cada ensayo se determinó por la siguiente fórmula (Zhang, Chung et al. 

1999, González González and Sanz 2013), y se calculó para una concentración de 0,05 µM de 

hemoglobina; y para las levaduras transfectadas con pDR‐LmHR1, pDR‐LdHR1 y pDR‐TbHRG. 

Siendo σ  la desviación típica (σc+ para  los controles positivos y σc‐ para  los controles 

negativos) y µ la media de los valores (µc+ para los controles positivos y µc‐ para los controles 

negativos). 

Se considera un buen ensayo cuando el valor Z≥0,5 (Zhang, Chung et al. 1999). Para la 

concentración de hemoglobina de 0,05 µM el valor de Z era siempre ≥0,8, para los tres tipos 

de  levaduras.  Para  el  ensayo  de  búsqueda  de  inhibidores  se  utilizó,  por  tanto,  esta 

concentración. 
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2.31.3. Identificación de posibles candidatos y experimentos de dosis respuesta  

Se  hizo  un  primer  ensayo  con  los  compuestos  de  la  librería  de  reposición  (Neuron 

BioPh) y los antioxidantes (cedidos por el Dr. JC Morales) sobre la levadura transfectada con 

la proteína TbHRG (proteína HRG de Trypanosoma brucei).  

Tras este primer ensayo, se realizó una selección de aquellos compuestos que habían 

producido  una  inhibición  en  el  crecimiento  de  la  levadura  y  una  inhibición  de  la  actividad 

catalasa. Con ellos se hizo un ensayo de dosis respuesta a 10 concentraciones distintas (factor 

de dilución 1:2) sobre las levaduras ∆hem1 transfectadas con el plásmido vacío (en presencia 

de  ALA)  como  control  de  toxicidad  o  conteniendo  los  genes  que  codificaban  para  las 

proteínas HRG de  T. brucei,  L. major  y  L. donovani  (en presencia de 0.05 µM Hb). De  esta 

forma  se  seleccionaron  aquellos  compuestos  con  actividad  específica  sobre  las  proteínas 

HRG. 

El análisis de datos y cálculos de valores de IC50 a partir de los datos brutos del ensayo 

se  realizaron  con  el  programa  informático  Genedata  Screener  Software  (Genedata  AG, 

Switzerland). 

2.31.4. Cálculo de la concentración inhibitoria 50 en Trypanosoma brucei y Leishmania 

Para conocer  la actividad  leishmanicida o  tripanocida que  tenían estos compuestos, 

se realizaron ensayos de citotoxicidad de estos compuestos sobre estos parásitos, calculando 

la concentración Inhibitoria 50 (IC50) de cada uno, definida como la concentración de fármaco 

que  inhibe en un 50 % el crecimiento de  los parásitos c Para el cálculo de  la IC50 se utilizó el 

programa  SigmaPlot.  La  mayoría  de  los  compuestos  seleccionados  se  compraron  y  se 

prepararon a una concentracion de 100 mM en DMSO.  

2.31.4.1. Ensayos en Leishmania: MTT  

Este  método  se  utilizó  para  calcular  la  concentración  inhibitoria  en  las  formas 

promastigotes de Leishmania major. 

Este  método  está  basado  en  la  capacidad  de  las  deshidrogenasas  de  convertir  el 

sustrato bromuro de 3‐[4,5‐dimetiltiazol‐2‐yl]‐2,5‐difeniltetrazolio (MTT), soluble y amarillo, en 

el  producto  formazán,  insoluble  y  de  color  púrpura.  La  cantidad  de  producto  formado 

depende  del  número  de  células  y  de  la  viabilidad  de  las  mismas,  y  se  cuantifica 

espectrofotométricamente tras solubilizar los cristales de formazán con SDS.  
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Para realizar el ensayo, se sembraron 200.000 parásitos/pocillo en un volumen final de 

100 µl de RPMi suplementado al 10 % de SBF, en placa de 96 pocillos, y se incubó durante 72 h 

a 28 ºC en presencia de distintas concentraciones de fármaco, por duplicado. A continuación, 

se añadieron 10 µl de MTT (preparado a 5 mg/ml en PBS) y se incubó durante 4 h en oscuridad 

a 28  ºC para permitir  la  formación de  los cristales. Finalmente,  los cristales de  formazán se 

disolvieron añadiendo 50 µl de SDS al 20 % e incubando en oscuridad a 37 ºC durante 4‐16 h. La 

reducción de MTT se determinó leyendo la DO540 en un lector de ELISA. 

 

 

 

 

 

 

2.31.4.2. Ensayos en T. brucei: Alamar Blue 

Esta técnica se ha utilizado en esta tesis para el cálculo de la concentración inhibitoria 

en las formas sanguíneas de Trypanosoma brucei. 

Este método  también  se basa en  la capacidad de  las deshidrogenasas de  reducir  la 

resazurina  (7‐Hydroxy‐3H‐phenoxazin‐3‐one  10‐oxide),  que  es  una  sonda  azul  muy  poco 

fluorescente  a  resorufina,  que  es  de  color  rosa  y  fluorescente.  La  cantidad  de  resorufina 
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2.32. Ensayos en oocitos  

Para  los estudios  funcionales de  transportadores de membrana se utilizó el modelo 

de  expresión  heteróloga  de  proteínas  en  oocitos  de  rana  Xenopus  laevis.  Previo  a  la 

realización  de  los  experimentos,  los  oocitos  se  extrajeron  y  se  seleccionaron  para  la 

microinyección del ARNm sintetizado in vitro de las proteínas objeto de estudio. 

2.32.1. Extracción y selección de los oocitos 

Las  ranas  se anestesiaron por  inyección  intramuscular de 0,1 ml de una  solución de 

ketamina  (Ketolar).  El  animal  se  colocó  sobre  hielo,  y  se  abrió  una  pequeña  incisión  de 

aproximadamente  1  cm  en  un  lateral  de  la  parte  inferior  del  abdomen.  Se  extrajeron  los 

racimos de oocitos con unas pinzas delgadas, se cortaron y se  introdujeron en medio OR‐2. 

Una vez finalizada  la extracción, se cerró  la  incisión del abdomen con sutura continua en  la 

capa muscular y con dos puntos individuales en “U” en la piel. 

Para disgregar los oocitos y eliminar la gelatina folicular, se incubaron a temperatura 

ambiente  en una  solución de  colagenasa disuelta  en medio OR‐  2  (2 mg/ml). De  todos  los 

oocitos  extraídos,  se  seleccionaron  aquellos  que  se  encontraron  en  el  estadio  6  de 

maduración con ausencia de deformaciones, que son los que presentaban una región parda y 

otra  amarillenta  bien  definidas.  Los  oocitos  sanos  seleccionados  se  incubaron  a  18  ºC  en 

medio  Barth  hasta  que  se  realizó  la  inyección  del  ARN.  La  viabilidad  de  los  oocitos  se 

chequeaba mediante el test de formazán. 
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membrana,  cada  oocito  se  inyectó  con  9‐15  ng  del  ARNm  sintetizado  in  vitro.  Tras  la 
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En  todos  los  casos,  un  grupo  de  oocitos  no  inyectados  con  el  ARNm  de  LmFLVCRb  se 

incubaron  en  paralelo  y  se  utilizaron  para  determinar  el  transporte  inespecífico  (no 

dependiente de  LmFLVCRb) del hemo  a  través de  la membrana.  La unión  inespecífica  a  la 

membrana se determinó comparando el hemo de oocitos incubados sin sustrato y un tiempo 

de 0 min, en el cual se añadía la hemina y acto seguido se paraba la captación. 

En los experimentos de eflujo, tras preincubar los oocitos durante 2 h con 100 μM de 

hemina para observar  la captación,  se  incubaron a 25  ºC durante diferentes  tiempos en un 

medio de captación con sodio, sin sustrato (Blázquez, Briz et al. 2012).  

Para  parar  la  captación,  los  oocitos  se  lavaron  4  veces  sucesivas  con  solución  de 

captación  sin  sustrato  a  4  ºC.  Para  finalizar  se  separaron  los  oocitos  y  se  colocaron 

individualmente en  tubos de plástico de  1,5 ml,  retirando cuidadosamente  todo el volumen 

del medio  de  lavado.  Finalmente,  se  congelaron  a  ‐20  ºC  hasta  que  se  procesaron  para  el 

análisis de la captación por HPLC‐MS/MS.  

La  captación  neta  mediada  por  los  transportadores  de  carga  se  calculó  como  la 

diferencia  del  contenido  celular  de  los oocitos que  expresaban  el  transportador menos  el 

contenido encontrado en  los oocitos  controles  (captación  inespecífica) al  final del período 

experimental.  

2.33. Determinación de hemo por HPLC‐MS/MS  

Para el análisis de hemo, en el grupo del Dr. José Juan García Marín se puso a punto 

un método de cromatografía  isocrático acoplado a un detector de masas, ambos de Agilent 

Technologies.  El  sistema  se  compone  de  un  HPLC  serie  1200  formado  por  una  bomba 

cuaternaria con desgasificador de vacío (G12354A), un inyector de 20 μl de capacidad (modelo 

G1328B)  y  un  detector  ultravioleta/visible  (G1314B)  de  longitud  de  onda  variable  y 

programable. 

Se utilizó una columna de fase reversa Zorbax C18, 30 mm x 2,1 mm, 3,5 μm a 35 ºC y 

de fase móvil una mezcla 75:25 metanol/agua (ambos con 5 mM de acetato amónico y 0,1 % 

ácido fórmico, pH 4,6). El flujo de trabajo fue de 0,3 ml/min. 

El  Detector  de Masas  Triple  Cuadrupolo  (G6410A)  está  acoplado  a  una  fuente  de 

ionización  a  presión  atmosférica  serie  6000  (G1948B).  El  sistema  se  controló  desde  un 

ordenador Pentium IV (HP LP2065) con el software QTOF, QQQ, TOF (Agilent Technologies) 

que  permite  el  control  del  HPLC  y  del  detector  de masas.  La  determinación  en  el  triple 

cuadrupolo se  llevó a cabo en  ionización positiva, con  las siguientes condiciones de trabajo 
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III. Materiales y métodos 

 

 

para  la  fuente  iónica:  temperatura del gas  (N2)  350  ºC,  flujo del gas 8 ml/min, presión del 

nebulizador 30 psi y voltaje 2500 V.  

Se  empleó  el  modo  de  trabajo  MRM  siguiendo  la  transición  específica  del  ión 

precursor  616,2 m/z  (ión molecular  + H+)  al  ión  producto  557  y  498 m/z,  resultante  de  la 

ruptura de  la molécula de hemo. Se realizaron rectas patrón con concentraciones de hemo 

entre 0,15 y 5 μM. El tiempo de retención del compuesto en este sistema fue de 1,05 min. 

2.33.1. Procesamiento de los oocitos para medida de hemo por HPLC‐MS/MS 

A cada oocito se  le añadieron 50 μl de una solución de budesonida 10 μM disuelta en 

agua  (que  servía  como  control  interno)  y  se  sonicaron en un baño a 4  °C durante  2 min a 

máxima potencia con un equipo Ultrasonic Cleaner 400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona). 

A continuación se añadieron 150 μl de metanol y se centrifugaron 10 min a 4°C a 20.000 xg. 

Por último,  se  recogieron  75  μl del  sobrenadante que  se preparaban para  el  análisis  en  el 

HPLC‐MS/MS. 

En todo momento los oocitos se mantuvieron protegidos de la luz para evitar la posible 

degradación del hemo a cuantificar. 

2.33.2. Procesamiento de los parásitos para medida de hemo por HPLC‐MS/MS 

A  cada muestra  de  parásitos  ya  tratada  se  le  añadieron  50  μl  de  una  solución  de 

budesonida 10 μM disuelta en agua (que servía como control  interno) y se sonicaron en un 

baño a 4°C durante 2 min a máxima potencia por tres veces con un equipo Ultrasonic Cleaner 

400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona). A continuación se añadieron 150 μl de metanol y se 

centrifugaron 10 min a 4°C a 20.000 xg. Por último, se recogían 75 μl del sobrenadante que se 

preparaban para el análisis en el HPLC‐MS/MS. 

Como  se  hizo  en  el  caso  de  los  oocitos,  en  todo  momento  los  parásitos  se 

mantuvieron protegidos de la luz para evitar la posible degradación del hemo a determinar. 

2.34. Análisis estadísticos 

Los experimentos se realizaron al menos dos veces y siempre en duplicado. Todos los 

datos son presentados como la media y el error representa el S.E.M..  

Tras realizar un ANOVA, se determinó el valor de las diferencias estadísticas mediante 

el t‐test de Student y se consideraron significativas para un p<0,05.  
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centrifugaron 10 min a 4°C a 20.000 xg. Por último, se recogían 75 μl del sobrenadante que se 

preparaban para el análisis en el HPLC‐MS/MS. 

Como  se  hizo  en  el  caso  de  los  oocitos,  en  todo  momento  los  parásitos  se 

mantuvieron protegidos de la luz para evitar la posible degradación del hemo a determinar. 

2.34. Análisis estadísticos 

Los experimentos se realizaron al menos dos veces y siempre en duplicado. Todos los 

datos son presentados como la media y el error representa el S.E.M..  

Tras realizar un ANOVA, se determinó el valor de las diferencias estadísticas mediante 

el t‐test de Student y se consideraron significativas para un p<0,05.  
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Los resultados de este Capítulo relativos a la caracterización de la captación de hemo en 

L. donovani aparecen en el artículo “A new ATP‐binding cassette protein is involved in 

intracellular  haem  trafficking  in  Leishmania”,  publicado  en  la  revista  Molecular 

Microbiology, Enero 2011 (Anexo 1) 

Los resultados relativos a L. major forman parte del manuscrito en preparación “Insights 

into the mechanism of heme uptake in Leishmania major” , Cabello‐Donayre M., et al. 

 



 
 

 

 

IV. Resultados y discusión 

Capítulo 1: Caracterización de la entrada de porfirinas en Leishmania spp. 

 

 

Como  se  ha  dicho  anteriormente,  in  vitro,  las  formas  promastigotes  de 

Leishmania spp. son capaces de tomar el hemo del medio en forma de hemoglobina o 

como  hemina.  La  hemoglobina  entra  por  endocitosis  mediada  por  un  receptor  ya 

identificado mientras que, cuando se comenzó el trabajo, no se conocía cómo se captaba 

el hemo libre. 

El primer objetivo de este trabajo fue, por tanto, caracterizar la entrada de hemo 

en los organismos del género Leishmania. En el hospedador mamífero, la disponibilidad 

del hemo para los parásitos puede ser muy diferente en función del órgano en el que se 

encuentren  los  macrófagos  infectados.  Por  ejemplo,  los  órganos  afectados  en  la 

leishmaniasis visceral, como el bazo o el hígado, desempeñan un papel importante en la 

eritrofagocitosis, que no  tiene esa  relevancia en  la dermis afectada en  la  leishmaniasis 

cutánea. Por tanto, se estudió la entrada de porfirinas en L. donovani, como modelo de 

parásito que produce  leishmaniasis  visceral  y L. major,  como modelo de parásito que 

provoca leishmaniasis cutánea.  

 

RESULTADOS 

1. Caracterización de la entrada de hemo en las formas promastigotes de Leishmania 

donovani 

  1.1. Búsqueda de análogos fluorescentes del hemo y la hemoglobina 

Para estudiar  la captación de porfirinas decidimos utilizar análogos fluorescentes del 

hemo  y  de  la  hemoglobina.  Como  análogo  del  hemo  (FePPIX)  se  utilizó  una  porfirina 

fluorescente en  la que el átomo de hierro que coordina a  los pirroles es sustituido por otro 

metal  como  el  Mg  (MgPPIX)  (Fig.  1a).  Como  análogo  de  la  hemoglobina  se  utilizó  una 

hemoglobina fluorescente formada por sustitución de la molécula de hemo por una molécula 

de porfirina fluorescente (MgPPIX‐ApoHb) (Fig. 1b). 
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  1.2. Caracterización cinética de la entrada de porfirinas fluorescentes en las 

formas promastigotes de L. donovani 

Para  caracterizar  la  cinética de  captación de porfirinas en  L. donovani  se estableció 

una  concentración  de  sustrato  de  250  µM,  que  era  saturante  de  acuerdo  con  nuestros 

estudios  preliminares.  Se  trabajó  con  estas  condiciones  para  que  la  concentración  de 

sustrato, que va variando a lo largo del tiempo en un proceso de transporte, no influya en su 

cinética. Como MgPPIX era tóxica a esta concentración (datos no mostrados), obtuvimos 250 

µM de porfirinas utilizando 75 µM de MgPPIX +  175 µM de hemina. Usando  la sonda Sytox 

Green, que marca  los parásitos muertos, confirmamos que  la viabilidad de  los parásitos en 

estas condiciones era mayor del 95 % (datos no mostrados). 

En primer lugar, se monitorizó la entrada de porfirina a lo largo del tiempo a 28 ºC y 4 

ºC. Como se observa en la figura 3, la entrada de porfirinas era dependiente de temperatura y 

aumentaba  con  el  tiempo  (Fig.  3a),  siendo  lineal  durante  los  cinco  primeros  minutos 

(R2=0,995) (Fig. 3b). Basándonos en estos resultados, se midió la velocidad inicial (Vo) para los 

estudios cinéticos tras incubar los parásitos durante 120 s con la porfirina fluorescente, por lo 

que  los cambios que se producen en  la concentración de sustrato se  limitan a un pequeño 
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Para dilucidar si el hemo y  la hemoglobina comparten  la misma ruta de entrada a  la 

célula,  se  estudió  la  cinética  de  entrada  de  hemoglobina.  Se  eligió  una  concentración 

saturante de hemoglobina de 1 mg/ml (0,3 mg/ml de MgPPIX‐ApoHb + 0,7 mg/ml de Hb), en 

base  a  los  valores  de Km para períodos  largos  de  incubación  encontrados  en  la  literatura 

(Sengupta, Tripathi et al. 1999). Así mismo se comprobó que en estas condiciones de ensayo 

los parásitos eran viables (datos no mostrados).  
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IV. Resultados y discusión 
 

 

Como muestra  la  figura 5  la entrada de hemoglobina era  también  lineal durante  los 

primeros cinco minutos en nuestras condiciones de ensayo (R2=0,980). Además, se observó 

que  la entrada de MgPPIX era más rápida que  la entrada de MgPPIX‐ApoHb,  lo que sugería 

que seguían rutas distintas. 

Todos estos datos indican que la entrada de porfirinas en L. donovani es mediada por 

una proteína. 

2.  Caracterización  de  la  entrada  de  porfirinas  en  las  formas  promastigotes  de 

Leishmania major 

  2.1. Análogos fluorescentes del hemo  

En  este  apartado  la  sonda  fluorescente  utilizada  fue  ZnMP,  que  se  ha  validado  en 

estudios de entrada de hemo en  células  intestinales y hepáticas  (Worthington, Cohn et al. 

2001).  Esta  sonda  presenta  algunas  ventajas  respecto  a  la  sonda  utilizada  anteriormente 

(MgPPIX), como por ejemplo un aumento de su estabilidad (Worthington, Cohn et al. 2001). 

Además, se utilizó un citómetro de flujo FACSariaIII con el que se pudo realizar la excitación a 

405 nm, mucho más eficaz para las porfirinas que la excitación a 488 nm llevada a cabo en el 

apartado  anterior.  Lo primero que  se  comprobó  fue que,  como pasaba  en  L.  donovani,  la 

entrada de la sonda utilizada (ZnMP) era  inhibida por concentraciones crecientes de hemina 

(Fig. 6), lo que indicaba que tanto la sonda como el hemo utilizaban el mismo transportador, 

validando el uso de la misma para estos experimentos. 
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estableció una  concentración de porfirinas de 200 µM, que es una  concentración 20 veces 

mayor a la Km establecida previamente para L. donovani. Para evitar la toxicidad de la ZnPPIX 

a esa concentración, como en el caso anterior obtuvimos 200 µM de porfirinas utilizando 50 

µM  de  ZnPPIX  +  150  µM  de  hemina.  En  estas  condiciones, más  del  95  %  de  los  parásitos 

permanecen viables (datos no mostrados usando Sytox Green). 

Utilizando  esta  concentración  saturante  de  sustrato  se  monitorizó  la  entrada  de 

porfirina a lo largo del tiempo a 28 ºC y a 4 ºC. Como se observa en la figura 7, la entrada de 

porfirnas aumentaba con el tiempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente,  se  midió  la  velocidad  inicial  como  una  función  de  diferentes 

concentraciones  de  ZnMP  a  28  ºC  y  a  4  ºC,  tal  y  como  habíamos  hecho  para  las  formas 

promastigotes de L. donovani.  

La  figura 8a muestra una entrada saturante de porfirinas a 28  ºC, que se ajustaba a 

una función hiperbólica clásica de Michaelis‐Menten (R2=0,978). Como ocurría en el caso de L. 

donovani,  cuando  el  ensayo  se  llevaba  a  cabo  a  4  ºC  también  se  obtenía  una  curva  de 
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saturación  (R2=0,977),  debido  probablemente  a  la  combinación  de  unión  específica  de  la 

porfirina a su transportador y a un ralentizado componente de transporte. En la figura 8b se 

muestra  la representación de Lineweaver‐Burk del transporte neto de porfirinas (R2=0,984), 

obtenido por  la diferencia de  los datos obtenidos a ambas temperaturas,  lo que permitía el 

cálculo de la Km aparente para la entrada de porfirinas (1,0 ± 0,1 µM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados anteriores muestran que  la entrada de porfirinas en L. major también 

se  satura  al  aumentar  la  concentración  de  sustrato  (Figs.  3  y  7)  y  es  dependiente  de 

temperatura (Fig. 8). Esto  indica que el proceso es mediado por una proteína, como ocurre 

en L. donovani y probablemente en el resto de especies de Leishmania.  

  2.3. Efecto del pH extracelular en la incorporación de porfirinas en formas 

promastigotes de L. major 

Durante  su  ciclo de  vida,  Leishmania  se desarrolla en  ambientes  con  valores de pH 

muy diferentes. Además, este parámetro afecta a la unión del hemo al parásito (Galbraith and 

McElrath 1988)  . Por  lo tanto, aunque por razones metodológicas no podiamos trabajar con 

amastigotes,  quisimos  evaluar  el  efecto  del  pH  extracelular  en  la  entrada  de  porfirinas. 

Durante  la  puesta  a  punto  del  ensayo  observamos  que  el  pH  del  medio  alteraba  la 

fluorescencia de  la sonda ZnMP,  tal y como se observa en  la  figura 9. Por ello, en aquellos 

ensayos  que  implicaban  un  cambio  de  pH  realizamos  la  cuantificación  de  ZnMP  por 
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Para  conocer  si  la dependencia del pH  en  este  transporte  (Fig.  10)  era debida  a  la 

participación  de  los  H+  como  fuerza  impulsora  del  transporte,  se midió  el  transporte  de 

porfirinas en presencia del  ionóforo de H+ FCCP, que disipa el gradiente de protones de  la 
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Posteriormente,  se  estudió  la  entrada  de  ZnMP  en  las  formas promastigotes  de  L. 

major  depletando  el  tampón  del  ensayo  de  los  iones Na+  y/o K+.  El medio  utilizado  fue  el 

mismo que en el resto de los ensayos y las modificaciones que sobre él se realizaron aparecen 

indicadas bajo la gráfica de la figura 13. 

La cuantificación de porfirinas en este ensayo se realizó de dos  formas distintas. En 

primer  lugar  se  utilizó  ZnMP  como  análogo  fluorescente  del  hemo,  y  la  cuantificación  se 

realizó  por  espectrofluorimetría,  como  se  ha  descrito  en  el  apartado  de  materiales  y 

métodos. Por otro lado, se utilizó hemina cuantificándose por HPLC‐MS/MS (también descrito 

en materiales y métodos), en colaboración con el Dr. José Juan García Marín y  la Dra. Elisa 

Herráez Aguilar (Departamento de Fisiología y Farmacología de  la Facultad de Biología de  la 

Universidad de Salamanca).  

El protocolo de  incubación  era  el mismo  en  ambos  casos  y  las  concentraciones de 

ZnMP y hemo eran equivalentes (10 µM). 

En ambos casos, los resultados fueron similares, y en concordancia con los resultados 

obtenidos  al  utilizar  los  ionóforos.  Cuando  los  iones  monovalentes  sodio  y  potasio  se 

eliminaban  (juntos  o  por  separado)  del  tampón  de  ensayo,  la  captación  de  porfirinas  por 

parte de los parásitos disminuía en un 60‐80 % Para evitar la posible influencia en este proceso 

de transporte de la bajada en la fuerza iónica al eliminar los iones, ésta se mantuvo constante 
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En  Trypanosoma  cruzi  se  ha  descrito  que  la  entrada  de  porfirinas  se  inhibe  en 

presencia de  los  inhibidores de proteínas ABC  (Cupello, Souza et al. 2011), por  lo que se ha 
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Para ello se midió  la entrada de ZnMP en presencia de Ciclosporina A y Verapamilo, 

que se han estudiado como inhibidores de las proteínas ABC (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En 
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compuestos no afectaron significativamente a la entrada de porfirinas al parásito. 
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hemo.  Para  ello  se  sustituyo  el  SBF  habitual  por  un  SBF  depletado  de  hemo  (SBFf),  cuya 

obtención se detalla en el apartado de materiales y métodos. Este medio depletado de hemo 

se  complementó,  o  no,  con  hemina  (10  µM)  o  hemoglobina  (2,5  µM).  En  todas  estas 

condiciones,  los  parásitos  son  capaces  de  crecer  durante  un  pase,  pero  sólo  lo  hacen  de 

forma continuada en SBFf cuando el cultivo se suplementa con hemina o hemoglobina (Fig. 7 

del apartado de materiales y métodos).  

Tras  incubar  los  parásitos  en  estas  condiciones  durante  24  horas  y  lavarlos  para 

eliminar  las porfirinas del medio, se estudió  la captación de porfirina fluorescente en medio 

HPMI glucosa por citometría de flujo, como se describe anteriormente.  

Como se observa en la figura 16, la depleción de hemo aumentó un 60 % la capacidad 

de captación de porfirinas del parásito, (comparándolo con parásitos crecidos en presencia 

de  SBF  sin  depletar  de  hemo).  Cuando  los  parásitos  incubados  en  presencia  de  suero 

depletado de hemo  se  suplementaron  con hemina o hemoglobina,  la  capacidad de  captar 

porfirinas disminuyó en más de un 60 % (Fig. 16). 
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Podemos concluir, por tanto, que la proteína responsable de la entrada de porfirinas 

se induce en ausencia de hemo. 

3. Caracterización del eflujo de porfirinas en las formas promastigotes de L. major 

A pesar del requerimiento celular de porfirinas, estas moléculas también pueden ser 

tóxicas para  la  célula por  lo que  sus niveles  intracelulares deben  ser  finamente  regulados. 

Para  evitar  el  daño  que  su  acumulación  pueda  causar  en  el  interior  celular  se  conocen 

diversos  mecanismos  de  detoxificación  en  células  de  mamífero.  Así,  la  enzima  hemo 

oxigenasa  (HO)  cataliza  la  conversión  del  grupo  hemo  en  biliverdina,  Fe++  y monóxido  de 
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Finalmente, estudiamos el eflujo de porfirinas en presencia de altas concentraciones 

de  hemo  extracelular.  Para  ello,  los  parásitos  se  incubaron  con  la  sonda  siguiendo  el 

protocolo  habitual,  y  tras  lavarlos  se  incubaron  a  28  ºC  durante  10 min  en  presencia  de 

distintas concentraciones de hemina, analizándose la porfirina intracelular restante mediante 

citometría de flujo. La figura 18 muestra que el eflujo (0 µM hemina) es  independiente de  la 

presencia  de  hemina  (50‐500  µM)  en  el  espacio  extracelular.  Por  lo  tanto,  el mecanismo 

responsable  del  eflujo  de  porfirinas  no  es  inhibido  por  el  hemo  exógeno  y  se  produce 

eficazmente en contra de un gradiente de concentración de porfirinas. 
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DISCUSIÓN 

 

La auxotrofía para el hemo es un talón de Aquiles de Leishmania 

Una  forma  racional  de  buscar  nuevos  fármacos  frente  a  las  enfermedades 

protozoarias  consiste  en  explotar  las  diferencias  bioquímicas  entre  el  parásito  y  el 

hospedador  humano,  y  una  de  estas  diferencias  en  los  parásitos  tripanosomátidos  es  su 

incapacidad para sintetizar hemo. 

La  secuenciación  del  genoma  de  los  parásitos  tripanosomátidos mostró  que,  tal  y 

como se esperaba por su auxotrofía del hemo, estos organismos han perdido  la mayoría de 

los  enzimas  involucrados  en  la  ruta de biosíntesis del hemo  (Dutta,  Furuyama  et  al.  2008, 

Aslett, Aurrecoechea et al. 2010). Un  talón de Aquiles de estos parásitos  tripanosomátidos 

puede ser, por tanto, su absoluta dependencia del hemo (Lwoff 1933, Kelly, Ignatushchenko 

et  al.  2003)  y  las  proteínas  involucradas  en  la  adquisición  del  hemo  procedente  del 

hospedador  podrían  constituir  nuevas  dianas  terapéuticas  para  el  tratamiento  de  las 

enfermedades producidas por estos parásitos . 

El  hemo  procedente  del  hospedador  debe  atravesar  en  primer  lugar  la membrana 

plasmática  del  parásito  para  acceder  a  su  interior,  y  una  vez  allí  deberá  entrar  en  otros 

compartimentos celulares donde se requiere, como  la mitocondria. La proteína responsable 

de la entrada de hemo presentaria ventajas como diana terapéutica en comparación con los 

transportadores intracelulares. El hecho de que se localice en la membrana plasmática implica 

una  mayor  accesibilidad  del  fármaco  a  la  proteína  sin  necesidad  de  atravesar  otras 

membranas del parásito. 

Entrada del grupo hemo en Leishmania spp. 

Las  formas  promastigotes  de  Leishmania  spp.  pueden  usar,  in  vitro,  el  hemo 

procedente indistintamente de dos fuentes: hemo libre en forma de hemina, y hemo unido a 

la hemoglobina (Chang and Chang 1985, Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre et al. 2011). 

La hemoglobina se capta por endocitosis dependiente de clatrina (Agarwal, Rastogi 

et al. 2013), mediada por un receptor que es una hexoquinasa localizada en el bolsillo flagelar 

(Krishnamurthy, Vikram et  al.  2005). En el proceso de  rescate del hemo proveniente de  la 
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hemoglobina también participan otras proteínas como Rab5 (Singh, Tandon et al. 2003), Rab7 

(Singh,  Tandon  et  al.  2003,  Patel,  Singh  et  al.  2008),  LABCG5  (Campos‐Salinas,  Cabello‐

Donayre et al. 2011) y LHR1 (resultados presentados en este trabajo). 

Respecto a la entrada de hemo libre, aunque en un primer momento se sugirió que el 

hemo  podría  difundir  a  través  de  la membrana  del  parásito  (Patel,  Singh  et  al.  2008),  las 

cadenas  laterales  carboxiladas  que  posee  la  molécula  impiden  este  movimiento 

(Krishnamurthy, Xie et al. 2007). Por ello, la molécula de hemo necesita de un mecanismo de 

transporte activo para ser incorporada al interior celular.  

Cuando  se  empezó  este  trabajo  sólo  se  conocía  que  el  hemo  podía  unirse  a  la 

superficie de  las formas promastigotes de L. mexicana amazonensis (Galbraith and McElrath 

1988),  y  amastigotes  de  Leishmania  infantum  (Carvalho,  Cruz  et  al.  2009)  a  través  de  un 

ligando de alta afinidad  (Kd=0,03‐0,05 nM), que no une hemoglobina  (Carvalho, Cruz et al. 

2009).  Además,  los  importadores  de  hemo  descritos,  como  CaFLC1  en  Candida  albicans 

(Protchenko,  Rodríguez‐Suárez  et  al.  2006),  PUG1  en  S.  cerevisiae  (Protchenko,  Shakoury‐

Elizeh  et  al.  2008)  o  HCP1  a  nivel  intestinal  en mamíferos  (Shayeghi,  Latunde‐Dada  et  al. 

2005), no presentaban homólogos en los tripanosomátidos. 

Se estudió la entrada del hemo en L. donovani, como modelo de parásito causante de 

leishmaniasis visceral, y en L. major, como modelo de parásito para la leishmaniasis cutánea, 

ya  que  la  eficiencia  de  la  captación  de  hemo  puede  variar  entre  las  distintas  especies  del 

género Leishmania  (Huynh, Yuan et al. 2012). Las especies  responsables de  la  leishmaniasis 

visceral  infectan bazo, hígado y médula ósea (Carvalho, Cruz et al. 2009), cuyos macrófagos 

llevan a cabo una  fagocitosis muy activa de  las células  rojas  senescentes. De esta  forma  la 

fuente y  los niveles de hemo a este nivel pueden ser muy diferentes a  los que encontramos 

en  los macrófagos  de  la  dermis  donde  se  replican  las  especies  Leishmania  que  producen 

leishmaniasis cutánea (Ganz 2012, McCall, Zhang et al. 2013). Esto sugiere la posible existencia 

de adaptaciones específicas en la regulación de la absorción del hemo.  

Para el estudio del mecanismo de captación del hemo libre hemos utilizado análogos 

fluorescentes del hemo,  como MgPPIX  y ZnMP  (Figs.  2  y 6), donde  el  átomo de hierro  es 

sustituido por un átomo de otro metal. Estos compuestos se han utilizado para numerosos 

estudios  de  caracterización  de  la  entrada  del  grupo  hemo  en  células  intestinales  y 

hepatocitos (Worthington, Cohn et al. 2001) y también para Trypanosoma cruzi (Worthington, 
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promastigotes de  Leishmania  es más  rápida que  la  entrada de hemoglobina, por  lo que  el 

mecanismo de  captación de ambos  compuestos debe de  ser distinto  (Fig. 5). Esto está en 

concordancia  con  los  resultados presentados por  Sengupta  et  al., que describieron que  la 
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semejante  a  lo  descrito  para  T.  cruzi  (Lara,  Sant'Anna  et  al.  2007).  Además,  nuestros 

resultados  mostraron  que  la  captación  de  porfirinas  por  Leishmania  spp.  es  un  proceso 

dependiente  de  temperatura  y  saturable  por  concentraciones  crecientes  de  sustrato, 

indicando que probablemente está mediado por un transportador específico y dependiente 

de temperatura. (Figs. 3, 4, 7 y 8). 
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parásito, que se desarrolla en un ambiente de pH cercano al neutro, es  importante tener en 

cuenta  que  las  formas  amastigotas  intracelulares  viven  en  la  vacuola  parasitófora,  de 

marcado  carácter  ácido  (Opperdoes  and Coombs  2007). Por  lo  tanto, quisimos  estudiar  el 
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efecto del pH extracelular en la captación de porfirinas, observándose que los valores de pH a 

los que presenta  una mayor  actividad  son  valores  ácidos, por  debajo  de  7  (Fig.  10).  Estos 

resultados  concuerdan  con  el  aumento  de  hasta  5  veces  en  la  afinidad  del  hemo  por  el 

parásito cuando el pH se disminuía a valores de pH 5,4 (Galbraith and McElrath 1988).  

Este incremento a pH ácido de la captación de porfirinas y de la afinidad por el hemo 

sugiere que el transporte de hemo a través de la membrana plasmática es más eficaz para las 

formas amastigotas intracelulares. Tras la ingesta de sangre por parte de los flebotomos, las 

formas promastigotes que colonizan su  intestino tienen un mayor acceso a  la hemoglobina, 

mientras que en el interior de la vacuola parasitófora podría haber más hemo libre disponible 

debido a  la digestión de  las hemoproteínas que  tiene  lugar en este compartimento acídico 

(Kelly,  Ignatushchenko  et  al.  2003).  Además,  a  este  nivel  los  amastigotes  son  capaces 

también de captar porfirinas sintetizadas por el macrófago (Carvalho, Cruz et al. 2009). Por 

tanto,  se  podría  esperar  que  la  fuente  de  hemo  preferente  sea  diferente  en  función  del 

estadio celular. 

La influencia del pH en la captación de porfirinas, de carga negativa, podría deberse a 

que  ésta  se  produzca  por  un  cotransporte  con  protones,  de  carga  positiva,  como  fuerza 

motriz del proceso. Sin embargo, el ionóforo de protones FCCP, que disipa el potencial de H+ 

de la membrana plasmática, no afecta significativamente a la captación de porfirinas (Fig. 11). 

Una posible explicación alternativa sería que el nivel de protonación del transportador, que 

se modifica con el pH, afectara a su interacción con el hemo (como sugiere el aumento de la 

interacción del hemo con el parásito a pH ácido  (Galbraith and McElrath  1988) o al propio 
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(simporte) o en dirección opuesta (antiporte). El gradiente del sustrato cotransportado sí se 

generaría con gasto de energía (Nelson, Lehninger et al. 2008).  

Un ejemplo de transporte activo primario es el que llevan a cabo los transportadores 

ABC, y en T. cruzi se había sugerido que la captación de hemo se lleva a cabo a través de este 

tipo de transportadores, ya que el proceso se impedía en presencia de inhibidores clásicos de 

transportadores ABC como la ciclosporina A y el verapamilo. Aunque no se conocen muchos 

transportadores  ABC  eucariotas  que  funcionen  como  importadores,  sí  se  han  descrito 

transportadores ABC implicados en la entrada de hemo en bacterias (Choby and Skaar 2016). 

Además, en eucariotas también se han descrito transportadores ABC implicados en tráfico de 

porfirinas: ABCG2 (Krishnamurthy and Schuetz 2005, Krishnamurthy, Xie et al. 2007) y ABCB6 

(Krishnamurthy,  Du  et  al.  2006,  Kiss,  Brozik  et  al.  2012)  en  mamíferos,  aunque  como 

exportadores,  y  LABCG5  (Campos‐Salinas,  Cabello‐Donayre  et  al.  2011)  en  Leishmania.  Sin 

embargo, en Leishmania estos inhibidores no afectan a la captación de porfirinas (Fig. 15), por 

lo que probablemente este proceso no involucre a transportadores ABC que funcionen como 

importadores. 

Para seguir buscando la fuerza mortriz que dirije el proceso de transporte de hemo en 

el parásito, estudiamos a continuación el efecto de  los  iones Na+ y K+. En primer  lugar,  los 

ensayos  llevados  a  cabo  en  presencia  de  los  ionóforos  de  sodio  y  potasio  (Monensina  y 

Valinomicina)  mostraron  la  importancia  del  gradiente  establecido  de  estos  iones 

monovalentes a ambos  lados de  la membrana para el proceso de  transporte de porfirinas 

(Fig. 12). Este resultado se confirmó  llevando a cabo el ensayo de transporte en ausencia de 

iones  sodio  y  potasio  (y  presencia  de  colina  para mantener  la  fuerza  iónica  (Paes, Gálvez 

Rojas et al. 2008, dos Santos, Paes et al. 2009)). Como en el caso de los ionóforos de Na+ y K+, 

la eliminación de estos  iones monovalentes del tampón de ensayo  inhibía significativamente 

la entrada de porfirinas al parásito  (Fig.  13). Por  lo  tanto, estos  resultados  sugieren que  la 

captación de porfirinas por Leishmania se lleva a cabo por un proceso de transporte mediado 

que requiere la presencia de Na+ o K+, ya sea por tratarse de un transporte activo secundario o 

de un  transporte pasivo que  requiere  la presencia de uno de estos  iones para estabilizar al 

transportador o la interacción del sustrato con el sitio de unión. 

En el transcurso de este trabajo, el  laboratorio de Norma Andrews de  la Universidad 

de Maryland identificó a LHR1 como la posible proteína responsable de la entrada de hemo en 

L. amazonensis aunque, como se verá más adelante, hemos demostrado que LHR1  tiene un 
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papel  esencial  a  nivel  intracelular,  en  el  rescate  del  hemo  procedente  de  la  hemoglobina 

endocitada. No se conoce la fuerza motriz que dirige el transporte de porfirinas mediado por 

LHR1.  También  nosotros  hemos  demostrado  un  papel  del  transportador  LmFLVCRb  en  la 

captación de porfirinas en Leishmania, como se verá en el Capítulo 3. En este caso, sí hemos 

demostrado  la  influencia  de  iones monovalentes  en  el  transporte  de  hemo mediado  por 

LmFLVCRb (Fig. 19, Capítulo 3). 

Para  finalizar  con  este  primer  apartado  de  caracterización  de  la  captación  de 

porfirinas  en  estos  organismos,  se  estudió  si  existía  un  mecanismo  de  salida  de  estos 

compuestos. Aunque pueda parecer paradójico dado  los  requerimientos de hemo en estos 

organismos, niveles excesivos de porfirinas pueden ser  tóxicos para el parásito, por  lo que 

debe existir un equilibrio entre su entrada y su salida para evitar su excesiva acumulación en 

el interior celular.  

Nuestros  resultados mostraron  que  existía  un  eflujo muy  eficaz  de  las  porfirinas  a 

través de  la membrana plasmática. Este eflujo era dependiente de  temperatura, ya que  se 

anulaba  completamente  a  4  ºC  (Fig.  17)  y  se  producía  en  contra  de  un  gradiente  de 

concentración, ya que no se inhibía por la presencia de altas concentraciones de hemina en el 

medio de ensayo (Fig. 18). Todo esto indica que el efujo es un proceso activo, probablemente 

dependiente  de  un  transportador,  aunque  tampoco  podemos  descartar  un  papel  de  la 

exocitosis. En el caso de ser un transportador el responsable del eflujo, proteínas candidatas 

para esta función podrían ser miembros de la familia ABC (Krishnamurthy and Schuetz 2005, 

Krishnamurthy, Du et al. 2006, Krishnamurthy, Xie et al. 2007, Kiss, Brozik et al. 2012) o de la 

familia FLVCR  (Quigley, Yang et al. 2004), que han demostrado  llevar a cabo este papel en 

células  eucariotas.  Sin  embargo,  la  ausencia  de  efecto  de  los  inhibidores  clásicos  de  los 

transportadores  ABC  sobre  la  entrada  neta  de  porfirinas  en  el  parásito  sugiere  que  esta 

familia de proteínas podría no estar implicada en este proceso (Fig. 15). 

Este eflujo cobra especial  importancia en un organismo como Leishmania que carece 

de la enzima hemo oxigenasa (Aslett, Aurrecoechea et al. 2010) y que, por tanto, sólo dispone 

de  este mecanismo  de  detoxicación  para  evitar  la  acumulación  de porfirinas  tóxicas  en  el 

interior celular. Sin embargo, hay que tener en cuenta que a pesar de no haber sido descrita 

esta enzima en el genoma de Leishmania, se ha sugerido  la presencia de actividad HO en L. 

donovani (Srivastava, Sharma et al. 1997) y otros organismos tripanosomátidos como T. cruzi 
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Los  resultados  de  este  Capítulo  aparecen  en  el  artículo  “Trypanosomatid  parasites 

rescue  heme  from  endocytosed  hemoglobin  through  lysosomal  HRG  transporters”, 

publicado en la revista Molecular Microbiology, Septiembre 2016 (Anexo 2). 
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La observación en conjunto de este alineamiento de las secuencias de aminoácidos y 

de  la tabla de similitudes anterior, muestra que  la familia de proteínas HRG no se encuentra 

muy conservada. Este alineamiento múltiple de secuencias también permitió realizar un árbol 

de distancias génicas  en  el que  se  agruparon por un  lado  las proteínas de  los organismos 

tripanosomátidos y por otro las de metazoos (Fig. 2). 
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parásito una quimera de HRG fusionada a GFP en el extremo carboxilo terminal y se estudió 

su  localización mediante microscopía de  fluorescencia. La  figura 5 muestra que TbHRG‐GFP 

no se observaba en la membrana plasmática, como se ha descrito para la proteína LHR1 de L. 

amazonensis (Huynh, Yuan et al. 2012), sino que se localizaba de forma intracelular.  

Usando  el  marcador  de  endocitosis  en  fase  fluida  Rojo  Dextrano  Alexa  647,  se 

observó  que  colocalizaba  con  TbHRG‐GFP  (Fig.  5),  indicando  que  TbHRG  se  localiza  en  el 

compartimento  endolisosomal  del  parásito.  Como  los  complejos  Hp‐Hb  endocitados  son 

dirigidos al  lisosoma‐endosoma tardío del parásito (Widener, Nielsen et al. 2007),  la función 

esencial  de  TbHRG  podría  estar  relacionada  con  la  salida  del  hemo  derivado  de  la 
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Posteriormente, diluciones seriadas de  levaduras ∆hem1 expresando o no TbHRG se 

plaquearon  en medio  libre  de ALA  con  concentraciones  crecientes  de  hemina.  La  figura  7 

muestra  que  TbHRG  es  capaz  de  rescatar  el  crecimiento  de  las  levaduras  mutantes  a 

concentraciones bajas de hemina  (0,25 µM),  tal y como se ha descrito para LaHR1  (Miguel, 

Flannery et al. 2013) y otras proteínas HRG (Yuan, Protchenko et al. 2012), lo que sugiere que 

TbHRG es de hecho un transportador de hemo. 

 

 

 

 

 

 

 

5.  TbHRG  transporta  el  hemo  liberado  de  la  digestión  de  la  hemoglobina  al 

citoplasma de las levaduras 

En  las  levaduras,  la  hemoglobina  endocitada  es  dirigida  a  la  vacuola,  donde  es 

digerida (Weissman, Shemer et al. 2008). Posteriormente, el hemo liberado no se transporta 

de manera eficiente al citosol sino que se degrada en el lumen de la vacuola, liberando hierro 
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que  sí  es  importado  hasta  el  citosol  (Weissman,  Shemer  et  al.  2008).  Para  evaluar  la 

posibilidad  de  que  el  transportador  TbHRG  localizado  en  el  lisosoma  del  parásito  o  en  la 

vacuola  digestiva  de  las  levaduras,  transporte  el  hemo  producido  tras  la  digestión  de  la 

hemoglobina de estos orgánulos al citosol, estudiamos  la capacidad de estas proteínas para 

rescatar el crecimiento de las levaduras ∆hem1 en presencia de hemoglobina.  

Como muestra  la figura 8,  las  levaduras control ∆hem1 no crecieron en presencia de 

0,025  µM Hb  (equivalente  a  0,1  µM  hemo),  requiriendo  concentraciones más  elevadas  de 

hemoglobina para crecer. Sin embargo, las levaduras mutantes que expresaban TbHRG eran 

capaces de  crecer a estas bajas  concentraciones de hemoglobina  y mostraban una mejora 

significante a concentraciones mayores de hemoglobina (Fig. 8). Esta capacidad de TbHRG de 

rescatar el  crecimiento de  las  levaduras mutantes era  independiente de  su  fusión  con GFP 

(datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

Por último, también se midió  la biodisponibilidad de hemo derivado de hemoglobina 

midiendo  la actividad de una enzima dependiente de hemo, como es  la catalasa. Como  las 

catalasas de las levaduras son hemoproteínas reguladas por hemo y no están presentes en la 

vacuola digestiva, la actividad catalasa puede ser utilizada como un marcador endógeno para 

medir los niveles intracelulares de hemo (Kathiresan, Martins et al. 2014). 

La  actividad  de  la  catalasa  de  las  levaduras  se  midió  con  un  ensayo  sencillo 

desarrollado para aislados bacterianos y células humanas (Iwase, Tajima et al. 2013) que no 

requiere lisis celular. Este ensayo consiste en la visualización de la espuma producida por las 

burbujas de oxígeno, generadas por  la catalasa que descompone el peróxido de hidrógeno, 
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atrapadas en detergente (ver materiales y métodos). La altura de la espuma en los tubos de 

ensayo se correlaciona con  la actividad de  la catalasa (Iwase, Tajima et al. 2013). La figura 9 

muestra cómo las levaduras ∆hem1 control incubadas en presencia de 0,5 µM Hb tenían una 

actividad catalasa baja, aun cuando esta concentración de Hb permite un crecimiento normal 
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IV. Resultados y discusión 
 

 

Para confirmar este punto, las levaduras ∆hem1 expresando o no TbHRG se incubaron 

en medio líquido con un suplemento bajo de hemo, en forma de hemina o de hemoglobina, y 

se comparó su crecimiento. Como control positivo de crecimiento volvió a utilizarse el ALA. 

Las levaduras ∆hem1, independientemente de la expresión de TbHRG, no crecieron en 

presencia de las bajas concentraciones de hemo ensayadas (0,02 y 0,04 µM) (Fig. 10a). Por el 

contrario,  la  hemoglobina  mejoró  significativamente  el  crecimiento  de  las  levaduras  que 

expresan TbHRG a concentraciones de  sólo 0,02 µM de hemo  (equivalente a 0,005 µM de 

hemoglobina)  y  restauró  completamente  el  crecimiento  a  0,04  µM  de  hemo  (0,01  µM  de 

hemoglobina) (Fig. 10b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta  preferencia  por  la  hemoglobina  como  fuente  de  hemo  no  era  debida  a  un 

aumento  en  la  entrada  de  la  hemoglobina  en  las  levaduras  debido  a  la  presencia  de  la 

proteína  TbHRG,  como  muestra  la  figura  11,  donde  no  se  observaron  diferencias  en  la 

acumulación de hemoglobina fluorescente (ApoHb‐PPIX) en  levaduras que expresaban o no 

TbHRG. ApoHb‐PPIX es un análogo fluorescente de la hemoglobina en la cual el hemo ha sido 
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Por lo tanto, todos estos resultados confirman que las levaduras que expresan TbHRG 

son capaces de obtener hemo de forma más eficaz a partir de  la hemoglobina, a través del 

transportador vacuolar, que a partir de la hemina, por medio del transportador localizado en 

la membrana plasmática. 

 

6. La proteína TbHRG lisosomal aumenta los niveles citosólicos de hemo a partir de 

la hemoglobina endocitada en las formas sanguíneas de T. brucei 

Todos  los  resultados  anteriores  sugerían  que  la  proteína  TbHRG  también  podría 

transportar  el  hemo  derivado  de  la  hemoglobina  endocitada  desde  el  compartimento 

endolisosomal al citosol en  las formas sanguíneas de T. brucei. Por tanto, esperábamos que 

los  parásitos  que  sobreexpresaban  la  proteína  TbHRG,  crecidos  en  presencia  de  suero 

conteniendo el complejo Haptoglobina‐Hemoglobina, contuviesen una concentración mayor 

de hemo en su citosol. 

 

Para  confirmar  esto, medimos  los  niveles  de  hemo  en  el  citosol  después  de  lisar 

suavemente  los parásitos que sobreexpresaban o no TbHRG, tal y como se describe en (da 

Silva  Augusto,  Moretti  et  al.  2015).  La  figura  12  muestra  que  los  parásitos  que 

sobreexpresaban TbHRG  (después de  la  inducción con Doxociclina) contenían alrededor de 

un 85 % más de hemo citosólico que los parásitos WT (β=p<0,005) o los parásitos no inducidos 

(α=p<0,05). 
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7. La proteína LmHR1 de Leishmania major complementa la deficiencia de TbHRG en 

las formas sanguíneas de Trypanosoma brucei 

En L. amazonensis, LaHR1 se  localiza en  la membrana plasmática e  importa hemo del 

exterior (Huynh, Yuan et al. 2012). Aunque esta función difiere de la función que proponemos 

para TbHRG, LaHR1 también se localiza en el lisosoma del parásito (Huynh, Yuan et al. 2012), 

por  lo que podría desempeñar también un papel similar en el rescate del hemo proveniente 

de la hemoglobina endocitada.  

Para  investigar esta hipótesis, analizamos en primer  lugar  la capacidad que  tenía  la 

proteína LHR1 de L. major (LmHR1) para rescatar el papel esencial que desempeña la proteína 

TbHRG en el compartimento endolisosomal de  las formas sanguíneas de T. brucei. Para ello, 

se  transfectó  la  línea  TbHRG  ARNi  de  T.  brucei  descrita  anteriormente  con  el  gen  LmHR1 

fusionado a GFP en el extremo carboxilo terminal (clonado en un plásmido de expresión de T. 

brucei).  

A diferencia de  la  localización descrita para LaHR1 en L. amazonensis, LmHR1‐GFP no 

se encontró en  la membrana plasmática de  las  formas sanguíneas de T. brucei (Fig.  13a). Al 

igual que TbHRG‐GFP, LmHR1‐GFP mostraba una  localización  intracelular que corresponde al 

compartimento endolisosomal,  como  se dedujo de  su  colocalización  con el marcador Rojo 

Dextrano (tal y como se describe anteriormente para TbHRG).  
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8. La proteína LmHR1  localizada en  la vacuola de  las  levaduras  también  rescata el 

hemo procedente de la hemoglobina endocitada en levaduras 

Para confirmar que LmHR1 podría tener una función similar a TbHRG, analizamos su 

capacidad para rescatar el crecimiento de las levaduras ∆hem1 en presencia de hemoglobina. 

Primero se analizó la localización de LmHR1‐GFP en esta cepa de levaduras. La microscopía de 

fluorescencia mostró una doble  localización en  la membrana plasmática y vacuolar (Fig. 14), 

como se había observado para TbHRG‐GFP (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, se incubaron diluciones seriadas de levaduras control y transfectadas 

con LmHR1 en presencia de concentraciones crecientes de hemina y hemoglobina. El ensayo 

de  crecimiento  de  gotas mostró  que  LmHR1  era  capaz  de  rescatar  el  crecimiento  de  las 

levaduras mutantes en presencia de ambas fuentes de porfirina (Fig. 15). 
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Capítulo 2 
RESULTADOS 

 

 

El hemo procedente de  la hemoglobina  era de nuevo más  eficiente que  la hemina 

como  fuente de hemo, ya que 0,01 µM de hemoglobina  (equivalente a 0,04 µM de hemo) 

permitía el crecimiento (70 % del crecimiento del control con ALA), mientras que 0,04 µM de 

hemina no tenía efecto en esta cepa de levadura que expresaba LmHR1 (Fig. 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como  se observó en el caso de TbHRG,  la expresión de LmHR1 no  incrementaba  la 

captación de hemoglobina en las levaduras mutantes (Fig. 17). 
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9. La proteína LmHR1 lisosomal rescata el hemo de la hemoglobina endocitada en L. 

major 

Finalmente, analizamos el papel de LmHR1 en el rescate del hemo procedente de  la 

hemoglobina en Leishmania.  

En primer lugar se estudió la localización de LmHR1 en L. major. Para ello, se expresó 

una quimera de LmHR1 unida a GFP en el extremo carboxilo terminal. Como se describió para 

LaHR1  en  L.  amazonensis  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012),  LmHR1  también  se  localizó  en  la 

membrana plasmática, el bolsillo  flagelar y en el compartimento endolisosomal de L. major 

(ensayos de colocalización con FM4‐64 a 28 ºC) (Fig. 20a). 

La proteína  LmHR1  intracelular  también  colocalizó  con  la  hemoglobina  endocitada, 

que se añadió como ApoHb‐PPIX (Fig. 20b). 
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línea  heterocigota  LmHR1+/‐  se  llevó  a  cabo  por  recombinación  homóloga  siguiendo  la 

estrategia descrita en el apartado de materiales y métodos. 
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selección  con  higromicina,  se  obtuvo  un  clon  del  que  se  aisló  el  ADN.  La  inserción  del 

“cassette”  higromicina  en  el  locus  correcto  se  confirmó  por  PCR  (Fig.  21b):  usando  un 

oligonucleótido “sentido” de la región UTR 5’ del gen LmHR1 y un oligonucleótido “reverso” 

del gen de la resistencia a higromicina, se obtuvo una amplificación del tamaño esperado solo 

en  los parásitos LmHR1+/‐. Mediante qRT‐PCR se confirmó una disminución de  los niveles de 

ARNm del gen LmHR1 de un 50 % en  los parásitos LmHR1+/‐  (Fig. 21c). Esta disminución de  la 

expresión de LmHR1 no afectaba al crecimiento de los promastigotes (Fig. 21d). 

No pudimos obtener ninguna  línea doble KO utilizando una estrategia similar con un 

segundo  casette  de  resistencia,  a  pesar  de  haber  realizado  varios  ensayos,  lo  que  podría 

indicar un papel esencial para LmHR1, tal y como se describió para LaHR1 de L. amazonensis 

(Huynh, Yuan et al. 2012).  

Con  estas  herramientas  (parásitos  que  sobreexpresaban  LmHR1  y  parásitos  con 

expresión reducida del gen) continuamos el estudio del papel de LmHR1 respecto al tráfico de 

porfirinas  en  Leishmania.  En  primer  lugar  estudiamos  el  papel  de  LmHR1  en  la membrana 

plasmática.  
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En contraste con los resultados publicados con LaHR1 en L. amazonensis (Huynh, Yuan 

et  al.  2012)  en  nuestros  experimentos  la  sobreexpresión  de  LmHR1  no  produjo  ningún 

incremento significativo de la entrada de la porfirina fluorescente ZnMP en L. major (Fig. 22). 

Sin embargo, la línea heterocigota LmHR1+/‐ acumuló un 60 % menos de porfirina fluorescente 

que las células control (Fig. 22). Cuando se expresaba una copia ectópica de LmHR1 en la línea 

heterocigota LmHR1+/‐, la entrada de las porfirinas en los parásitos quedaba restablecida (Fig. 

22).  

Este rescate no se conseguía cuando se expresaba una copia ectópica del gen mutado 

LmHR1N38 (Fig. 22), de acuerdo a su exclusiva localización intracelular en los promastigotes de 

L. major  (Fig.  23).  Este  resultado  vendría  a  confirmar  el  papel  que  desempeña  la  proteína 

LmHR1 en la entrada de hemo en la membrana plasmática en estos parásitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En segundo lugar se estudió el papel de LmHR1 a nivel endolisosomal. A diferencia de 

T. brucei, Leishmania spp. posee el gen de la ferroquelatasa y puede añadir hierro al precursor 

PPIX para sintetizar hemo. De esta forma, la biodisponibilidad de porfirinas procedentes de la 

hemoglobina endocitada puede ser medida analizando la formación de novo de hemo en las 

mitocondrias  de  los  parásitos  incubados  previamente  con  ApoHb‐PPIX  (Campos‐Salinas, 

Cabello‐Donayre et al. 2011) (Fig. 24).  

 

La figura 24b muestra cómo la formación de novo de hemo se correlacionaba con los 

niveles de LmHR1. De esta forma, la sobreexpresión de LmHR1 aumentó 3 eveces la formación 

de hemo a partir de ApoHb‐PPIX  respecto al control  , mientras que  la deleción de un alelo 
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Como  ya  se  observó  para  las  levaduras  (Fig.  17),  no  observamos  diferencias  en  la 

endocitosis de hemoglobina en  las distintas  líneas de L. major (Fig. 25) por  lo que podemos 

descartar que  las diferencias en  la  formacion de hemo a partir de ApoHb‐PPIX se debiera a 

cambios en la endocitosis de Hb dependiente de LmHR1. 
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IV. Resultados y discusión 
 

 

 

DISCUSIÓN 

 
Las formas sanguíneas de Trypansoma brucei,  las formas clínicamente relevantes del 

parásito,  obtienen  hemo  exclusivamente  a  través  de  la  endocitosis  del  complejo  Hp‐Hb 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008). Las especies del género Leishmania, por otro  lado, 

pueden  obtener  hemo  por  su  captación  directa  a  través  del  transportador  esencial  de 

porfirinas LHR1 (Huynh, Yuan et al. 2012), una proteína de la familia HRG (Rajagopal, Rao et al. 

2008), y del transportador LmFLVCRb (resultados presentados en este trabajo en el Capítulo 

3), o a través de la endocitosis de la hemoglobina (Sengupta, Tripathi et al. 1999). En ambos 

parásitos,  el  hemo  liberado  después  de  la  ruptura  lisosomal  de  la  hemoglobina  debe 

atravesar  la membrana del  lisosoma antes de ser  incorporado a  las hemoproteínas. En este 

trabajo mostramos evidencias que sugieren de forma clara que los transportadores HRG de T. 

brucei y L. major son los responsables de este paso esencial.  

En  primer  lugar,  tanto  LmHR1  como  el  producto  de  su  gen  sinténico  en  T.  brucei, 

TbHRG, se localizan en los compartimentos endolisosomales de Leishmania spp. (Fig. 20) y de 

las  formas  sanguíneas  de  T.  brucei  (Fig.  5),  respectivamente,  hacia  donde  se  dirige  la 

hemoglobina endocitada y donde es digerida  (Sengupta, Tripathi et al.  1999, Vanhollebeke, 

De Muylder et al. 2008). En el caso de Leishmania spp.,  la proteína también se expresa en  la 

membrana  plasmática  (Fig.  20),  donde  se  ha  propuesto  que  transporta  el  hemo  desde  el 

exterior  hasta  el  citosol  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Esta  doble  localización  de  LaHR1  en  L. 

amazonensis en la membrana plasmática y en los compartimentos acídicos (vacuola en el caso 

de  levaduras o  lisosomas en el caso de células de mamífero) se observó también cuando  la 

proteína se expresaba en células HeLa (Huynh, Yuan et al. 2012), cuando TbHRG y LmHR1 se 

expresaron  en  levaduras  (este  trabajo)  o  en  el  caso  del  HRG1  humano  en  células MCF‐7 

(O'Callaghan, Ayllon et al. 2010).  

LmHR1 tiene la misma localización intracelular exclusiva que TbHRG cuando ambas se 

expresan  en  las  formas  sanguíneas  de  T.  brucei  (Fig.13a)  Por  el  contrario,  resultados 

provisionales  muestran  que  en  las  formas  procíclicas  de  T.  brucei,  TbHRG  (y  LmHR1)  se 

localizan tanto en la membrana plasmática como en el interior celular (Fig. 26). 
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trabajo mostramos evidencias que sugieren de forma clara que los transportadores HRG de T. 

brucei y L. major son los responsables de este paso esencial.  
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La  ausencia de  TbHRG  en  la membrana plasmática  de  las  formas  sanguíneas  de  T. 

brucei  podría  ser  debida  a  la  baja  disponibilidad  de  hemo  libre  en  el  suero  humano, 

comparado  con  los  niveles  del  complejo  Hp‐Hb  (Thomsen,  Etzerodt  et  al.  2013).  Por  el 

contrario,  la  presencia  de  TbHRG  en  la  membrana  plasmática  y  en  los  compartimentos 

endolisosomales en  las formas procíclicas de T. brucei, sugiere que este estadio del parásito 

podría  también  tomar el hemo  liberado  tras  la digestión de  la sangre  ingerida porla mosca 

tse‐tsé. Igualmente,  la doble  localización de  las proteínas HRG en  la membrana plasmática y 

en compartimentos  intracelulares, observada en  las formas promastigotes y amastigotes de 

Leishmania spp. (Huynh, Yuan et al. 2012), podría estar también relacionada con la exposición 

a  ambas,  porfirinas  libres  y  hemoglobina,  en  el  fagolisosoma  del macrófago  y  dentro  del 

insecto vector (Kelly, Ignatushchenko et al. 2003).  

En  segundo  lugar,  tanto  TbHRG  como  LmHR1  (y  LaHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012)) 

median  el  transporte  de  hemo  en  levaduras.  Estas  proteínas  se  expresaron  de  forma 

heteróloga en las levaduras mutantes ∆hem1 (Figs. 6 y 14). Estas levaduras tienen el gen hem1 

delecionado, que codifica ALA sintasa que es la primera enzima de la ruta de la biosíntesis del 

grupo hemo, por lo que son auxótrofas para el hemo. La expresión de estas proteínas en las 

levaduras las capacitaba para vivir en presencia de concentraciones bajas de hemina (Figs. 7 y 

15). Un  fenotipo  similar de  rescate de  la cepa mutante de  levadura  también  se ha descrito 

para las proteínas HRG: CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1 (Yuan, Protchenko et al. 2012). 
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IV. Resultados y discusión 
 

 

En  tercer  lugar,  las  proteínas  TbHRG  y  LmHR1  localizadas  en  la  vacuola  de  estas 

levaduras  son  funcionales,  tal y como demuestra el hecho de que  también  son capaces de 

rescatar el defecto de crecimiento en estas  levaduras mutantes auxótrofas cuando el hemo 

es sustituido por hemoglobina (Figs. 8 y 15). La hemoglobina alcanza la vacuola de la levadura 

después de su endocitosis (Weissman, Shemer et al. 2008) y allí se degrada liberando el hemo 

que es exportado al citosol. La capacidad de estas proteínas HRG para utilizar la hemoglobina 

como fuente de hemo en las levaduras se confirmó al constatar que promueven la actividad 

de la catalasa, que es una hemoproteína utilizada como enzima reportero. Tras la incubación 

de  las  levaduras  con  hemoglobina  había mayor  actividad  catalasa  cuando  estas  levaduras 

mutantes expresaban  la proteína TbHRG o  la proteína LmHR1 (Figs. 9 y  18). Esto se ratificó 

utilizando  un mutante  de  la  proteína  LmHR1  que  se  localizaba  de  forma  exclusiva  en  la 

vacuola y que también facilitaba el uso del hemo procedente de  la hemoglobina endocitada 

(Figs. 19 y 18). 

Finalmente, la sobreexpresión de la proteína TbHRG lisosomal aumenta los niveles de 

hemo citosólicos procedentes del complejo Hp‐Hb en T. brucei  (Fig.  12). En L. major, por su 

parte, la sobreexpresión de la proteína LmHR1 promueve la biodisponibilidad de las porfirinas 

unidas a  la hemoglobina endocitada en  los parásitos de este género  (Fig. 24a). Más aún,  la 

función de  TbHRG  en  T.  brucei puede  ser  complementada por  la  expresión de  la proteína 

LmHR1 de L. major (Fig. 13b). Por lo tanto, es probable que ambas proteínas desempeñen un 

papel similar en  los compartimentos endolisosomales, como es el de rescatar el hemo de  la 

hemoglobina endocitada. De forma similar, la proteína HRG1 de mamíferos es la responsable 

del  transporte  del  hemo  del  fagolisosoma  de  los  macrófagos  al  citosol  durante  la 

eritrofagocitosis (Delaby, Rondeau et al. 2012, White, Yuan et al. 2013); mientras que CeHRG1 

se  ha  propuesto  como  la  proteína  responsable  de  facilitar  la  disponibilidad  de  hemo 

intracelular  a  través del  compartimento endolisosomal en  C.  elegans  (Rajagopal, Rao  et  al. 

2008). 

Los  datos  presentados  en  este  trabajo  suponen  un  avance  significativo  en  el 

conocimineto de  los mecanismos utilizados por  los parásitos  tripanosomátidos  auxótrofos 

para el hemo para rescatar el hemo procedente de sus hospedadores (Fig. 27).  
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IV. Resultados y discusión 
 

 

este  trabajo),  donde  es  incorporado  a  hemoproteínas  tales  como  CYP51  (esterol  14α‐

demetilasa) esencial para el parásito (Dauchy, Bonhivers et al. 2016). 

Por su parte, Leishmania spp. puede  internalizar el hemo a  través de  la proteína de 

membrana plasmática LHR1 (Huynh, Yuan et al. 2012), de  la proteína LmFLVCRb (resultados 

presentados  en  este  trabajo,  ver  Capítulo  3)  o  puede  utilizar  el  hemo  de  la  hemoglobina 

(Chang and Chang 1985, Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre et al. 2011). La hemoglobina unida a 

su receptor, una hexoquinasa, es endocitada (Sengupta, Tripathi et al. 1999, Krishnamurthy, 

Vikram et al. 2005) y dirigida a los endosomas tardíos/lisosomas donde es digerida y libera el 

hemo  (Singh,  Tandon  et  al.  2003,  Patel,  Singh  et  al.  2008).  La  proteína  intracelular  LHR1, 

localizada  en  el  compartimento  endolisosomal,  media  la  salida  del  hemo  desde  este 

compartimento al citosol (Fig. 22). 

El  transportador  LABCG5,  de  la  familia  de  los  transportadores  ABC,  desempeña 

probablemente un papel en este punto, ya que se ha demostrado que participa en el tráfico 

del hemo procedente de la hemoglobina a la mitocondria, sin afectar al tráfico del hemo libre. 

Así,  la disminución de  la  función de LABCG5  inhibe el crecimiento de  los parásitos a menos 

que  se añada un  suplemento de hemina  libre, no unida a  la hemoglobina  (Campos‐Salinas, 

Cabello‐Donayre et al. 2011). De cualquier forma, en esta localización, LABCG5 podría tomar el 

hemo exportado por LHR1 de  los endolisosomas donde  la hemoglobina es digerida, aunque 

esta  posibilidad  todavía  requiere  de  más  investigación.  Finalmente,  el  transportador 

LmABCB3,  también  de  la  familia  de  los  transportadores  ABC,  que  está  involucrado  en  la 

maduración de los clusters Fe/S, promueve igualmente la biogénesis del hemo mitocondrial a 

partir de los precursores del hospedador (Martínez‐García, Campos‐Salinas et al. 2016). 

También mostramos  que  TbHRG  es  un  gen  esencial  para  la  forma  sanguínea  de  T. 

brucei  (Fig.  4),  que  es  la  forma  clínicamente  relevante.  La  única  fuente  de  hemo  en  este 

estadio  del  ciclo  de  vida  del  parásito  es  la  endocitosis  mediada  por  el  receptor  Hp‐Hb 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008), un proceso bien caracterizado debido a su relación 

con  la  inmunidad natural humana contra muchas especies de  tripanosomas  (Vanhollebeke, 

De Muylder  et  al.  2008,  Vanhollebeke  and  Pays  2010,  Pays,  Vanhollebeke  et  al.  2014).  La 

anulación de  la  expresión de  TbHRG  impide  esta  forma de  tomar hemo del hospedador  y 

podría explicar por qué esta proteína es esencial.  
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del hemo procedente de la hemoglobina a la mitocondria, sin afectar al tráfico del hemo libre. 

Así,  la disminución de  la  función de LABCG5  inhibe el crecimiento de  los parásitos a menos 
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maduración de los clusters Fe/S, promueve igualmente la biogénesis del hemo mitocondrial a 

partir de los precursores del hospedador (Martínez‐García, Campos‐Salinas et al. 2016). 

También mostramos  que  TbHRG  es  un  gen  esencial  para  la  forma  sanguínea  de  T. 

brucei  (Fig.  4),  que  es  la  forma  clínicamente  relevante.  La  única  fuente  de  hemo  en  este 

estadio  del  ciclo  de  vida  del  parásito  es  la  endocitosis  mediada  por  el  receptor  Hp‐Hb 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008), un proceso bien caracterizado debido a su relación 

con  la  inmunidad natural humana contra muchas especies de  tripanosomas  (Vanhollebeke, 

De Muylder  et  al.  2008,  Vanhollebeke  and  Pays  2010,  Pays,  Vanhollebeke  et  al.  2014).  La 

anulación de  la  expresión de  TbHRG  impide  esta  forma de  tomar hemo del hospedador  y 

podría explicar por qué esta proteína es esencial.  

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

este  trabajo),  donde  es  incorporado  a  hemoproteínas  tales  como  CYP51  (esterol  14α‐

demetilasa) esencial para el parásito (Dauchy, Bonhivers et al. 2016). 

Por su parte, Leishmania spp. puede  internalizar el hemo a  través de  la proteína de 

membrana plasmática LHR1 (Huynh, Yuan et al. 2012), de  la proteína LmFLVCRb (resultados 

presentados  en  este  trabajo,  ver  Capítulo  3)  o  puede  utilizar  el  hemo  de  la  hemoglobina 

(Chang and Chang 1985, Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre et al. 2011). La hemoglobina unida a 

su receptor, una hexoquinasa, es endocitada (Sengupta, Tripathi et al. 1999, Krishnamurthy, 

Vikram et al. 2005) y dirigida a los endosomas tardíos/lisosomas donde es digerida y libera el 

hemo  (Singh,  Tandon  et  al.  2003,  Patel,  Singh  et  al.  2008).  La  proteína  intracelular  LHR1, 

localizada  en  el  compartimento  endolisosomal,  media  la  salida  del  hemo  desde  este 

compartimento al citosol (Fig. 22). 

El  transportador  LABCG5,  de  la  familia  de  los  transportadores  ABC,  desempeña 

probablemente un papel en este punto, ya que se ha demostrado que participa en el tráfico 

del hemo procedente de la hemoglobina a la mitocondria, sin afectar al tráfico del hemo libre. 

Así,  la disminución de  la  función de LABCG5  inhibe el crecimiento de  los parásitos a menos 

que  se añada un  suplemento de hemina  libre, no unida a  la hemoglobina  (Campos‐Salinas, 

Cabello‐Donayre et al. 2011). De cualquier forma, en esta localización, LABCG5 podría tomar el 

hemo exportado por LHR1 de  los endolisosomas donde  la hemoglobina es digerida, aunque 

esta  posibilidad  todavía  requiere  de  más  investigación.  Finalmente,  el  transportador 

LmABCB3,  también  de  la  familia  de  los  transportadores  ABC,  que  está  involucrado  en  la 

maduración de los clusters Fe/S, promueve igualmente la biogénesis del hemo mitocondrial a 

partir de los precursores del hospedador (Martínez‐García, Campos‐Salinas et al. 2016). 

También mostramos  que  TbHRG  es  un  gen  esencial  para  la  forma  sanguínea  de  T. 

brucei  (Fig.  4),  que  es  la  forma  clínicamente  relevante.  La  única  fuente  de  hemo  en  este 

estadio  del  ciclo  de  vida  del  parásito  es  la  endocitosis  mediada  por  el  receptor  Hp‐Hb 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008), un proceso bien caracterizado debido a su relación 

con  la  inmunidad natural humana contra muchas especies de  tripanosomas  (Vanhollebeke, 

De Muylder  et  al.  2008,  Vanhollebeke  and  Pays  2010,  Pays,  Vanhollebeke  et  al.  2014).  La 

anulación de  la  expresión de  TbHRG  impide  esta  forma de  tomar hemo del hospedador  y 

podría explicar por qué esta proteína es esencial.  



Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 

Capítulo 2 
DISCUSIÓN 

 

 

De  cualquier  forma,  cuando  se  elimina  el  gen  TbHpHbR,  se  ha  mostrado  que  el 

crecimiento  de  los  tripanosomas  se  puede  ver  comprometido  de  forma  severa 

(Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008) o más leve (DeJesus, Kieft et al. 2013), sugiriendo en 

cualquier caso que  la utilización del hemo a través de HpHbR podría ser no esencial para el 

parásito (DeJesus, Kieft et al. 2013). Además, en T. b. gambiense  la proteína TbHpHbR tiene 

una expresión reducida (Kieft, Capewell et al. 2010) y presenta mutaciones que disminuyen su 

afinidad por el complejo Hp‐Hb (Stodkilde, Torvund‐Jensen et al. 2014), confirmando  la  idea 

de que este receptor no sea esencial. Por lo tanto, se ha sugerido que los parásitos HpHbR‐/‐ 

utilizan otros mecanismos de captación de hemo que compensarían  la pérdida del receptor 

Hp‐Hb (DeJesus, Kieft et al. 2013). 

Esta  posibilidad  todavía  no  ha  sido  probada,  pero  el  carácter  esencial  de  TbHRG 

sugiere que este posible mecanismo alternativo para la captación del hemo se basa también 

en  el  tráfico  de  cualquier  forma  de  hemo  al  endolisosoma  del  parásito,  necesitando  la 

proteína TbHRG para la salida del hemo al citoplasma.  

LHR1 es  también un gen esencial para  L. amazonensis  (Huynh, Yuan et al. 2012) y  L. 

major  (este  trabajo)  y  una  bajada  del  50  %  en  su  expresión  compromete  severamente  la 

virulencia del parásito en modelos animales (Miguel, Flannery et al. 2013, Renberg, Yuan et al. 

2015).  

Por lo tanto, estas proteínas HRG de T. brucei y Leishmania spp. podrían ser atractivas 

dianas terapéuticas para el diseño de nuevos fármacos. Trypanosoma cruzi, responsable de la 

enfermedad  de  Chagas,  es  también  auxótrofo  para  el  hemo  y  lleva  a  cabo  así mismo  la 

endocitosis de la hemoglobina (Lara, Sant'Anna et al. 2007). En este organismo se ha descrito 

también  la presencia de un gen sinténico HRG (TcHTE), que se  localiza en el bolsillo flagelar 

(Merli, Pagura et al. 2016). Aunque su esencialidad no ha sido aún confirmada, es de esperar 

que también juegue un papel importante.  

En conclusión, aquí mostramos que los parásitos tripanosomátidos auxótrofos para el 

hemo,  pueden  tomar  el  hemo  a  partir  de  la  hemoglobina  endocitada  a  través  de  los 

transportadores HRG localizados en los compartimentos endolisosomales.  

 





 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los  resultados  de  este  Capítulo  forman  parte  del  manuscrito  en  preparación 

“Leishmania heme uptake involves FLVCRb, a novel porphyrin transporter required for 

parasite virulence” , Cabello‐Donayre M., et al. 

 



 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 

 
 

 

 

Capítulo  3:  Captación  de  hemo  en  Leishmania mediada  por  LmFLVCRb,  un  nuevo 

transportador de porfirinas requerido para la virulencia del parásito 

 

 

  Cuando se comenzó esta parte del trabajo no se había descrito a la proteína LHR1 

como  responsable de  la captación de hemo en Leishmania. Como habíamos mostrado 

que  la  captación  de  hemo  era  un  transporte  mediado  (Capítulo  1),  entre  otras 

aproximaciones buscamos  al  transportador  responsable de  este proceso dentro de  la 

familia  FLVCR  (Feline  Leukemia  Virus  subgroup  C  Receptor).  Estas  proteínas, 

pertenecientes a  la  superfamilia MFS,  incluyen  transportadores de hemo en humanos, 

actuando FLVCR2 como importador de porfirinas. 

 

RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático de las proteínas FLVCR de parásitos tripanosomátidos 

La  proteína  humana  HsFLVCR2  (NP_060261.2),  descrita  como  una  proteína 

importadora  de  hemo  localizada  en  la membrana plasmática  (Duffy,  Shing  et  al.  2010),  se 

utilizó para  identificar posibles ortólogos  en  los organismos  tripanosomátidos mediante  el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

En el genoma de Leishmania major se encontraron cuatro genes de  la familia FLVCR, 

que hemos nombrado como LmFLVCRa  (LmjF.03.0410), LmFLVCRb  (LmjF.17.1430), LmFLVCRc 

(LmjF.20.0350) y LmFLVCRd (LmjF.21.0080). Entre éstas, la proteína codificada por LmFLVCRb 

es  la  que  presentaba  los mayores  valores  de  identidad  (23,41  %)  y  similitud  (50  %)  con  el 

HsFLVCR2 (Tabla 1) por lo que se priorizó su caracterización. El resto de productos proteicos 

de  estos genes  (LmFLVCRa,  LmFLVCRc  y  LmFLVCRd)  sólo muestran un grado moderado de 

identidad (12‐19 %) y similitud (30‐38 %) con la proteína FLVCR2 humana (Tabla 1). 

Los genomas de  T. brucei  y de  T.  cruzi presentan un  solo gen de  esta  familia, que 

hemos  llamado TbFLVCR (Tb927.10.3350) y TcFLVCR (XP_809220.1), respectivamente. Ambas 

proteínas presentan semejantes grados de  identidad (19 %) y similitud (40‐43 %) tanto con  la 

isoforma  FLVCR1a  como  con  FLVCR2  humanas, mientras  que,  también  para  ambos  casos, 



 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

estos  porcentajes  son  menores  para  la  isoforma  FLVCR1b  humana:  identidad  del  11  %  y 

similitud del 24 % (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se  realizó un  árbol de distancias  filogénicas en el que podemos  visualizar  cómo  se 

agrupan las distintas proteínas en función de su semejanza de secuencia (Fig. 1). Este árbol de 

distancias muestra  la  relación  evolutiva  que  hay  entre  las  distintas  proteínas  FLVCR  que 

hemos  analizado.  Se  agrupan  por  un  lado  las  proteínas  FLVCR  de  metazoos  (humano 

(HsFLVCR1a,  HsFLVCR1b  y  HsFLVCR2),  Caenorhabditis  elegans  (CeFLVCR),  Danio  rerio 

(DrFLVCR) y Drosophila melanogaster (DmFLVCR). Por otro lado, y partiendo del mismo punto 

de  divergencia  evolutiva  encontramos  las  proteínas  FLVCR  de  los  organismos  unicelulares 

(Plasmodium ovale (PoFLVCR), Leishmania major (LmFLVCR), Trypanosoma brucei (TbFLVCR) y 

T. cruzi (TcFLVCR). 

 

 

 



Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 

Capítulo 3 
RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de la secuencia de LmFLVCRb 

 

El gen LmFLVCRb codifica una proteína de 500 aminoácidos, con un valor de punto 

isoeléctrico  teórico de 8,41 y un peso molecular estimado de 54 kDa. Estos valores  fueron 

obtenidos  utilizando  la  herramienta  de  Expasy  (ExpertProtein Analysis System) 

(http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

La predicción topológica de LmFLVCRb se  llevó a cabo analizando  la secuencia de  la 

proteína mediante  el  algoritmo  Kyte‐Doolittle  (Kyte  and  Doolittle  1982)  con  el  programa 

ProtScale Analysis (http://web.expasy.org/protscale/) para ver su perfil de hidrofobicidad (Fig. 

2a),  y  mediante  el  programa  de  predicción  de  segmentos  transmembranas  DAS 

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/tmdas.cgi) (Fig. 2b). Como puede observarse en la figura 



 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

2, se deducen doce dominios transmembrana en esta proteína, que aparecen representados 

en el modelo estructural de la figura 3. Este modelo se ha realizado con el programa Phyre2, 

que tras hacer una predicción de su estructura secundaria utilizó como molde para construir 

el modelo un transportador de glucosa perteneciente también a la familia MSF (Pao, Paulsen 

et  al.  1998).  Esta  estructura  de  doce  dominios  transmembrana  es  común  a  todos  los 

transportadores  de  esta  superfamilia,  a  la  que  pertenecen  las  proteínas  FLVCR.  No  se 

encontró  el  motivo  GXXSDRXGRR  descrito  en  otras  proteínas  FLVCR,  que  también  se 

encuentra en todos los transportadores de complejos metal‐tetraciclina, y que se sugirió que 

podría estar relacionado con la interacción con el hemo (Krishnamurthy, Xie et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   



Capítulo 3 
RESULTADOS 
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LmFLVCRb 
 

El  alineamiento  de  las  secuencias  de  aminoácidos  de  las  proteínas  HsFLVCR2  y 

LmFLVCRb permitió determinar  los aminoácidos más conservados entre estas dos proteínas 

(Fig. 4).Como  se menciona en  la  introducción,  se han descrito una  serie de mutaciones en 

HsFLVCR2 asociadas con el síndrome de Fowler (Meyer, Ricketts et al. 2010, Kvarnung, Taylan 

et  al.  2016). Varios  de  estos  residuos  se  conservan  en  la  proteína  LmFLVCRb  (rectángulos 

azules en  la figura 4) mientras que otros están sustituidos por aminoácidos de propiedades 

muy similares (rectángulos naranjas en la figura 4). 
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4. Localización celular de la proteína LmFLVCRb en promastigotes de L. major 

La  localización  celular  de  la  proteína  LmFLVCRb  en  las  formas  promastigotas  de  L. 

major se estudió mediante microscopía de fluorescencia tras sobreexpresarla en los parásitos 

como una quimera fusionada a GFP en el extremo carboxilo. 

La  figura  5  muestra  la  localización  de  la  quimera  LmFLVCRb‐GFP,  tanto  en  la 

membrana del parásito  como en  compartimentos  intracelulares. Utilizando  FM4‐64  a 4  ºC, 

que  es  un marcador  de membrana  plasmática  y  bolsillo  flagelar  cuando  se  utiliza  a  esta 

temperatura,  se observó que colocalizaba con LmFLVCRb‐GFP  (Fig. 5a). Para  identificar  los 

orgánulos intracelulares donde se localizaba la proteína LmFLVCRb‐GFP se utilizó FM4‐64 a 28 

ºC, temperatura a la que marca la ruta endocítica, y Lysotracker Red, marcador de organelos 

ácidos como el lisosoma. LmFLVCRb‐GFP colocalizó con y FM4‐64 (Fig. 5b) y Lysotracker Red 

(Fig.  5c),  por  lo  que  podríamos  concluir  que  la  quimera  LmFLVCRb‐GFP  se  localiza  en  la 

membrana plasmática, bolsillo flagelar y endolisosomas.  
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5. Generación de líneas de L. major con niveles alterados de LmFLVCRb  

Para  estudiar  la  función  de  LmFLVCRb  en  el  tráfico  de  hemo  en  la  membrana 

plasmática  se  generaron  líneas  de  parásitos  con  diferentes  niveles  de  expresión  de  la 

proteína, bien por su sobreexpresión o por eliminación del gen LmFLVCRb.  

Para  la sobreexpresión de LmFLVCRb en L. major, el gen se clonó en el plásmido de 

expresión pXG Hygro (Ha, Schwarz et al. 1996) y se obtuvo una línea transfectante como en el 

caso de la quimera con GFP.  

Para  tratar  de  generar  una  línea  KO  para  el  gen  LmFLVCRb,  en  primer  lugar 

delecionamos  un  alelo  del  gen  por  recombinación  homóloga  para  obtener  una  línea 

heterocigota  LmFLVCRb+/‐,  siguiendo  la  estrategia  descrita  en  el  apartado  de materiales  y 

métodos. Para ello,  los parásitos se transfectaron con un “cassette” que contenía el gen de 

resistencia a higromicina flanqueado por las secuencias 5’UTR y 3’UTR de LmFLVCRb (Fig. 6a). 

Tras la selección con higromicina, se obtuvo un clon del que se aisló el ADN. 

La inserción del “cassette” higromicina en el locus correcto se confirmó por PCR (Fig. 

6b):  usando  un  oligonucleótido  “sentido”  de  la  región  5’UTR  del  gen  LmFLVCRb  y  un 

oligonucleótido  “reverso”  del  gen  de  la  resistencia  a  higromicina,  se  obtuvo  una 

amplificación del tamaño esperado (1860 pb) solo en los parásitos LmFLVCRb+/‐.  

También se confirmó la  inserción del “cassette” higromicina en el locus correcto por 

Southern  Blot  (Fig.  6c).  Para  ello,  se  extrajo  ADN  genómico  de  los  parásitos  control  y 

LmFLVCRb+/‐, y se realizó una digestión con la enzima de restricción XhoI que cortaba dentro 

de  la  secuencia  del  gen  pero  no  lo  hacía  dentro  del  “cassette”  de  higromicina.  Los 

fragmentos  de  ADN  digeridos  con  esta  enzima  de  restricción  se  hibridaron  con  sondas 

específicas  para  la  región  3’UTR.  Como  se  puede  observar  en  la  figura  6c,  los  perfiles 

obtenidos  confirman  que  el  “cassette”  de  higromicina  se  insertó  de  forma  correcta 

sustituyendo uno de los alelos del gen LmFLVCRb. 

Finalmente, mediante qRT‐PCR se confirmó una disminución de  los niveles de ARNm 

del gen LmFLVCRb de un 60 % en los parásitos LmFLVCRb+/‐ (Fig. 6d). 

No se pudo obtener ninguna  línea doble KO utilizando una estrategia similar con un 

segundo “cassette” de  resistencia, a pesar de haber  realizado varios ensayos. Actualmente 

estamos usando la tecnología CRISPR/Cas9 para tratar de generarlos‐. 
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6. LmFLVCRb está implicada en la captación de porfirinas en Leishmania 

Posteriormente,  se  estudió  la  captación  de  porfirinas  en  los  parásitos  que 

sobreexpresaban  la proteína, en promastigotes controles y en parásitos con una expresión 

reducida  de  la  misma  (LmFLVCRb+/‐).  Como  se  describió  en  el  apartado  de  materiales  y 

métodos,  estos  estudios  se  llevaron  a  cabo  mediante  citometría  de  flujo,  utilizando  la 

porfirina fluorescente ZnMP como análogo de hemo.  

La  sobreexpresión  de  LmFLVCRb  aumentó  en  un  40  %  la  entrada  de  la  porfirina 

fluorescente ZnMP en L. major (p<0,005) con respecto al control (Fig. 7). Por el contrario, la 

línea  heterocigota  LmFLVCRb+/‐  acumuló  un  50  % menos  de  porfirina  fluorescente  que  las 

células control (p<0,005) (Fig. 7).  
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Como muestra la figura 10, la sobreexpresión de LmFLVCRb aumentó la formación de 

hemo a partir de PPIX en un 40 %, mientras que la deleción de un alelo de LmFLVCRb redujo 

esta formación en un 40 % (Fig. 10a), confirmando que PPIX es sustrato de LmFLVCRb.  

Posteriormente  repetimos  el  ensayo  incubando  los parásitos  con ApoHb‐PPIX, que 

entra por endocitosis. Como se observa en  la  figura  11,  la sobreexpresión de LmFLVCRb no 

afecta a  la formación de hemo de novo a partir de ApoHb‐PPIX. Sin embargo,  la deleción de 

un alelo del gen no solo no disminuye la formación de hemo sino que sorprendentemente la 

aumenta  en  un  55,5  %,  aunque  de  forma  estadísticamente  no  significativa.  Una  posible 

explicación de  este  resultado  sería que  la deleción de un  alelo de  LmFLVCRb provocase  la 

sobreexpresión de LmHR1 en el parásito (Fig. 10b) 
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10. La disminución de la expresión de LmFLVCRb aumenta la expresión de LmHR1  

Para  conocer  si  la  deleción  de  uno  de  los  alelos  del  gen  LmFLVCRb  provocaba  la 

sobreexpresión  de  LmHR1  se  realizó  una  PCR  cuantitativa  en  tiempo  real  comparando 

parásitos control y parásitos LmFLVCRb+/‐.  

Se  observó  que  en  los  parásitos  LmFLVCRb+/‐  había  un  aumento  estadísticamente 

significativo de la expresión de este gen a nivel de ARNm (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

11. La proteína LmFLVCRb no importa hemo cuando se expresa de forma heteróloga 

en levaduras 

Tal y como se hicimos para las proteínas HRG (Capítulo 2) se estudió la capacidad que 

tenía la proteína LmFLVCRb para rescatar el defecto de crecimiento en una línea de levaduras 

S.  cerevisiae  auxótrofa  para  el  hemo  crecida  en  presencia  de  bajas  concentraciones  de 

hemina.  Como  se  explicó  anteriormente,  esta  cepa  tiene  una  deleción  en  el  gen  hem1,  el 

primer gen de  la ruta biosintética del hemo que codifica el gen ALA sintasa, por  lo que solo 

crece en presencia de ALA o de concentraciones elevadas de hemina. 

11.1. Localización de la proteína LmFLVCRb expresada en levaduras 

En primer  lugar, estudiamos  la correcta expresión y  localización de LmFLVCRb en el 

sistema heterólogo de levadura. Para ello, se clonó en un plásmido de expresión constitutiva 

el gen del transportador fusionado a GFP en el extremo carboxilo terminal. Como se observa 

en  la figura 14, LmFLVCRb‐GFP se expresaba correctamente y se  localizaba en  la membrana 

plasmática de las levaduras. 
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IV. Resultados y discusión 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11.2.  La proteína  LmFLVCRb  no  rescata  el  crecimiento  de  las  levaduras  auxótrofas 

para el hemo crecidas en presencia de bajas concentraciones de hemina 

Para conocer  si LmFLVCRb era capaz de  importar hemo en este modelo,  se usaron 

levaduras que expresaban LmFLVCRb fusionado (plásmido constitutivo pDR) o no (plásmido 

inducible pYESDEST52) a GFP. Con estas levaduras y sus controles se realizó el mismo ensayo 

que hemos descrito para TbHRG y LmHR1, y que consiste en plaquear diluciones seriadas de 

células en medio libre de ALA con concentraciones crecientes de hemina. 

Como se observa en la figura 14, la proteína LmFLVCRb no posibilitaba el crecimiento 

de  las  levaduras en presencia de concentraciones bajas de hemina,  independientemente de 

usar  un  sistema  de  expresión  inducible  (Fig.  14)  o  constitutivo  (dato  no mostrado).  Este 

resultado era similar al descrito para  la proteína FLVCR2 humana, que tampoco rescataba el 

crecimiento de estas  levaduras mutantes en presencia de bajas concentraciones de hemina 

(Yuan, Protchenko et al. 2012). 
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12. La proteína LmFLVCRb importa hemo cuando se expresa de forma heteróloga en 

oocitos de Xenopus laevis  

Como no se obtuvieron resultados positivos usando el modelo de S. cerevisiae, para 

confirmar que LmFLVCRb tenía la capacidad de importar hemo, como sugerían los resultados 

en L. major, decidimos usar el modelo de oocitos de rana Xenopus laevis.  

Este  modelo  se  ha  utilizado  para  estudiar  la  funcionalidad  de  proteínas 

transportadoras  y  para  realizar  estudios  cinéticos  con  gran  precisión  (Briz,  Serrano  et  al. 

2002), incluyendo ensayos de transporte de hemo mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 

2010). Una de las ventajas que presenta este método es la posibilidad de medir la cantidad de 

sustrato  captado  por  un  solo  oocito.  Este modelo  también  presenta  la  ventaja  de  que  al 

poder disponer de gran número de oocitos por experimento, es posible realizar estudios con 

un  número  elevado  de  determinaciones  para  cada  punto  experimental,  lo  que  reduce  la 

dispersión de los valores calculados y aumenta la fiabilidad de los resultados. 

Este estudio se realizó en colaboración con el Dr. José Juan García Marín y la Dra. Elisa 

Herráez Aguilar (Departamento de Fisiología y Farmacología de la Universidad de Salamanca). 

Para este ensayo se extrajeron los oocitos de la rana y se seleccionaron aquellos que 

se  encontraban  en  el  estadio  6  de  maduración  con  ausencia  de  deformaciones  para  su 

microinyección con el ARNm sintetizado in vitro a partir del gen LmFLVCRb.  

12.1. Expresión y localización subcelular de la proteína LmFLVCRb‐GFP en los oocitos 

Los  oocitos  sanos  extraídos  de  las  ranas  X.  laevis  se  inyectaron  con  el  ARNm 

correspondiente a la proteína de fusión LmFLVCRb‐GFP, sintetizado in vitro. Se monitorizó la 

aparición de  fluorescencia a diferentes  tiempos  tras  la  inyección del ARNm para  confirmar 

por  un  lado  que  el  ARNm  sintetizado  se  traducía  en  una  proteína  y  por  otro  lado  para 

determinar el tiempo adecuado para su máxima expresión en la membrana de los oocitos. 

La  figura  14 muestra  imágenes  representativas  de microscopía  de  fluorescencia  de 

cortes de los oocitos 8, 24 y 48 h después de la inyección del ARNm. La máxima expresión de 

la proteína en  la membrana plasmática se observaba a  las 48 h. La señal obtenida a  las 8 h 

resultó  ser muy parecida a  la  señal  inespecífica de  fluorescencia de  los oocitos control  (no 

inyectados). 
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expresión de  la proteína en  la membrana de  los oocitos, como se describió en el apartado 

anterior  (Fig.  14). Como  control  se utilizaron oocitos no  inyectados. Salvo que  se  indiquen 

otras  condiciones, en estos ensayos  tanto  los oocitos  control  como  los oocitos  inyectados 

con ARNm de LmFLVCRb se incubaron durante 1 h a 25 ºC con una solución de hemina 100 µM 
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hemo por HPLC‐MS/MS. La captación de hemo neta (dependiente de LmFLVCRb) se calculó 

restándole  los valores obtenidos en  los oocitos controles a  la cantidad de hemo medida en 

los oocitos inyectados con el ARNm.  

En  la  figura  15  podemos  observar  que  la  captación  de  hemo  por  los  oocitos  que 

expresaban  la proteína LmFLVCRb  fue el doble de  la observada en  los oocitos sin  inyectar, 

obteniéndose una captación neta de hemo en  los oocitos que expresan LmFLVCRb de unos 

5,55 ± 0,97 pmol hemo/oocito en 60 min. Este transporte de hemo mediado por LmFLVCRb es 

casi 4 veces mayor que el descrito para  la proteína FLVCR2 humana expresada en el mismo 
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el hemo es transportado por LmFLVCRb.  
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que  a  4  ºC  no  se  produjo  la  entrada  de  hemo  en  los  oocitos  inyectados  con  ARNm  de 
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LmFLVCRb  era  inhibido  por  la  competición  con  otras  porfirinas.  Para  ello,  realizamos  un 

ensayo  de  captación  de  hemo  en  presencia  y  ausencia  de  PPIX,  que  en  resultados  en 

Leishmania (Cap. 2, Fig. 11) había mostrado ser sustrato de LmFLVCRb.  

La  presencia  de  PPIX  no  alteró  la  entrada  de  hemo  en  oocitos  controles  (dato  no 

mostrado). Por el contrario, como se observa en la figura 17, en los oocitos inyectados con el 

ARNm de LmFLVCRb la entrada neta de hemo se inhibía en un 50 % por la presencia de PPIX. 
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con ARNm  de  LmFLVCRb  era  dependiente  de pH,  disminuyendo muy marcadamente  a  un 

valor  de  pH  una  unidad más  básico  que  el  fisiológico.  A  pH menores  de  7,5,  también  se 

observó  una  tendencia  a  una menor  actividad  del  transportador  pero,  en  este  caso,  las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas. 
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12.5. Papel de los iones en la captación de hemo por parte de la proteína LmFLVCRb 

Cuando se caracterizó la entrada de hemo en L. major se observó el requerimiento de 

los  iones monovalentes sodio y potasio para el proceso de captación de porfirinas y en este 

Capítulo hemos demostrado que la proteína LmFLVCRb es responsable, al menos en parte, de 

la captación de hemo en  los parásitos. Por  lo tanto, decidimos analizar también  la  influencia 

de  estos  iones  monovalentes  en  el  transporte  de  hemo  llevado  a  cabo  por  la  proteína 

LmFLVCRb  en  el  modelo  de  expresión  heteróloga  en  oocitos.  Para  ello,  se  modificó  la 

composición del  tampón de captación, que contiene normalmente  100 mM Na+ y 2 mM K+, 

como  aparece  reflejado  debajo  de  la  figura  20, manteniendo  en  todos  los  casos  la  fuerza 

iónica  constante  durante  el  ensayo mediante  el  suplemento  con  colina  (102 mM  de  iones 

monovalentes o de colina) (Paes, Galvez Rojas et al. 2008, dos Santos, Paes et al. 2009). 

Como  se observa en  la  figura  19, el  transporte de hemo mediado por LmFLVCRb al 

interior de los oocitos también dependía significativamente de la presencia de sodio y potasio 

en  el  medio  de  incubación.  Este  resultado  sugiere  que  estos  iones  monovalentes  son 

importantes  ya  sea  por  tratarse  de  un  cotransporte  de  hemo  con  iones  monovalentes 

(transporte activo secundario) o de un transporte que requiere la presencia de uno de estos 

iones para estabilizar al transportador o la interacción de la porfirina con el sitio de unión. 
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12.6. LmFLVCRb no exporta hemo 

En  humanos  existen  dos  proteínas  FLVCR,  como  se  detalló  en  la  introducción. 

Mientras que  FLVCR2 es un  importador de hemo,  la proteína  FLVCR1 es un exportador de 

hemo.  Por  lo  tanto,  se  quiso  estudiar  si  la  proteína  LmFLVCRb  podría  funcionar  como  un 

transportador bidireccional y exportar hemo además de importarlo.  

Para  llevar  a  cabo  este  análisis,  se  realizaron  experimentos  de  eflujo  en medio  sin 

sustrato tras 2 h de carga con hemina, como se detalla en materiales y métodos, tomándose 

muestras de oocitos a diferentes tiempos. Igual que para  los experimentos de captación, se 

midió  el  contenido  intracelular de  los oocitos por HPLC‐MS/MS. Aunque podría  existir una 

pérdida  de  la  hemina  captada  por  degradación metabólica,  este  componente  debería  ser 

similar en los oocitos, independientemente de que expresasen o no LmFLVCRb. Sin embargo, 

si  el  eflujo  fuese mediado  por  el  transportador,  se  esperaría  una  caída más  rápida  de  las 

concentraciones de hemina en  los oocitos que expresasen LmFLVCRb. La  figura 20 muestra 

que  la bajada de hemo  intracelular en  los oocitos control fue muy rápida en  los 10 primeros 

min,  llegando  prácticamente  a  los  niveles  basales  a  las  2  h.  Esto  podría  deberse  al 
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establecimiento de un equilibrio entre las concentraciones de hemo dentro y fuera del oocito. 

Por  otra  parte,  los  oocitos  inyectados  con  ARNm  de  LmFLVCRb  no mostraron  una mayor 

bajada  del  hemo  intracelularlos  oocitos  que  el  control,  sugiriendo  que  la  presencia  de  la 

proteína LmFLVCRb en la membrana de los oocitos no favorece el eflujo de hemo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. Efecto de LmFLVCRb sobre la viabilidad del parásito 

En  primer  lugar  se  estudió  el  efecto  producido  por  la  sobreexpresión  del  gen 

LmFLVCRb  o  la  deleción  de  uno  de  los  alelos  del  gen  en  el  crecimiento  de  las  formas 

promastigotas del parásito. Para ello, se cuantificó su densidad celular en un cultivo durante 

cinco días consecutivos. La curva de crecimiento fue similar para  los parásitos control, para 

los que sobreexpresaban el transportador y para  los parásitos LmFLVCRb+/‐. Por tanto, esta 

variación en  la expresión de LmFLVCRb a estos niveles no afectaba al crecimiento  in vitro de 

los promastigotes (Fig. 21a). Próximamente estudiaremos la capacidad de estos parásitos de 

desarrollar su ciclo de vida dentro del insecto vector.En segundo lugar, estudiamos el efecto 

de la variación de la expresión de expresión de LmFLVCRb en amastigotes intracelulares. Para 

ello, se realizó un ensayo de infección in vitro de macrófagos derivados de células THP‐1, tal y 

como se describe en el apartado de materiales y métodos, con formas promastigotes en fase 

estacionaria de  las distintas  líneas de parásitos (parásitos que sobreexpresaban  la proteína: 

LmFLVCRb;  promastigotes  controles  y  parásitos  con  una  expresión  reducida  de  la misma: 
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IV. Resultados y discusión 
 

 

LmFLVCRb+/‐).  A  los  cinco  días  se  cuantificó  el  índice  AM,  definido  como  el  número  de 

amastigotes  intracelulares  en  100  macrófagos.  Como  muestra  la  figura  21,  los  parásitos 

LmFLVCRb+/‐ mostraron un índice AM significativamente menor que los parásitos control (Fig. 

21b,  49,8  %,  p=0,07).  Por  el  contrario,  los  parásitos  que  sobreexpresaban  LmFLVCRb 

presentaban un índice AM un 56 % superior (p) (Fig. 21b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14. Virulencia de los parásitos LmFLVCRb+/ en un modelo in vivo 

Como los parásitos LmFLVCRb+/‐ presentaban un valor de  índice de efectividad menor 

en el ensayo in vitro con macrófagos THP‐1, se estudió a continuación la capacidad que tenían 

estos parásitos para producir enfermedad en un modelo murino de  leishmaniasis  cutánea. 

Para ello, se infectaron ratones macho C57BL/6 con 1 x 106 promastigotes de L. major control y 

LmFLVCRb+/‐ por vía subcutánea en la almohadilla plantar de la pata trasera, como se indica en 

materiales y métodos. La inflamación de esta almohadilla se controló semanalmente durante 

15 semanas (Fig. 22). 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 

Capítulo 3 
DISCUSIÓN 

 

 

(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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(Fig. 8). Por otra parte, LmFLVCRb  interacciona con el hemo, como demuestran  los ensayos 

de precipitación con hemina‐agarosa, y esta unión puede competirse con hemina  libre (Fig. 

9). Esta capacidad para unir hemo también se ha descrito para las proteínas FLVCR humanas 

HsFLVCR1 y HsFLVCR2, que también se precipitaban con hemina agarosa (Duffy, Shing et al. 

2010).  Este mismo  ensayo  de  precipitación  se  ha  realizado  también  para  otras  proteínas 

relacionadas con el  transporte de hemo, como pueden ser ABCG2 de células de mamíferos 

(Krishnamurthy, Ross et al. 2004) y LABCG5 en Leishmania (Campos‐Salinas, Cabello‐Donayre 

et al. 2011). Además, LmFLVCRb se localiza en la membrana plasmática de los parásitos, como 

cabe esperar de un  importador de hemo desde el exterior  (Fig. 5). Finalmente, LmFLVCRb 

expresada de forma heteróloga en la membrana plasmática de oocitos de rana X. laevis (Fig. 

14)  transporta  hemo  al  interior  celular.  Este modelo  ha  sido muy  utilizado  para  estudiar 

proteínas  transportadoras  (Briz, Serrano et al. 2002). De hecho,  también se ha utilizado en 

otras proteínas importadoras de hemo, como las proteínas HRG (CeHRG1, CeHRG4 y HsHRG1) 

(Rajagopal, Rao et al. 2008) o  la proteína FLVCR2 humana (Duffy, Shing et al. 2010). En este 

último caso, el  importe de hemo mediado por LmFLVCRb es casi cuatro veces mayor que el 

mediado por HsFLVCR2 (Duffy, Shing et al. 2010), aunque no podemos comparar  los niveles 

de  expresión  de  ambas  proteínas. Además,  los  experimentos  de  eflujo  realizados  en  este 

modelo de oocitos revelaron que la proteína LmFLVCRb no exporta hemo (Fig. 20), de forma 

equivalente a lo descrito para HsFLVCR2 (Quigley, Yang et al. 2004) y contrario al exporte de 

hemo mediado por HsFLVCR1 (Quigley, Yang et al. 2004). Por lo tanto, LmFLVCRb no funciona 

como un transportador bidireccional dependiente de gradiente, al contrario de lo que ocurre 

con otros MFS (Yang, Philips et al. 2010). 

Esta  función de LmFLVCRb  como  importador de porfirinas desde el exterior podría 

ser  redundante  con  la  descrita  para  LHR1  (Huynh,  Yuan  et  al.  2012).  Aunque  en  nuestras 

manos  la sobreexpresión de LmHR1 no produce un aumento de  la captación de hemo en el 

parásito,  como  ocurre  al  sobreexpresar  LmFLVCRb,  la  deleción  de  un  alelo  de  LmHR1  sí 

produce el mismo efecto de disminución en la captación de hemo que la deleción de un alelo 

de LmFLVCRb (Fig. 22). Queda por determinar  la  importancia de cada uno de  los genes a  lo 

largo del ciclo de vida del parásito, tanto en el  insecto vector como en el animal  infectado, 

aunque  los  resultados  en  el  modelo  murino  sugieren  que  ambos  transportadores  son 

importantes para la virulencia del parásito (Fig. 22). Por otra parte, además de localizarse en 

la membrana plasmática, ambas proteínas se  localizan en el compartimento endolisosomal, 

donde LmHR1 es responsable de la salida del hemo proveniente de la lisis de la hemoglobina 
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endocitada  hasta  el  citosol  (Capítulo  2).  LmFLVCRb  no  lleva  a  cabo  este  papel,  como  se 
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al delecionar una  copia de  LmFLVCRb  (Fig.  11). Esta  sobreexpresión de  LmHR1 podría  estar 
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superfamilia MFS, que constituye la superfamilia más amplia de transportadores secundarios 

activos,  y muchos  de  sus miembros  funcionan  como  simportes  o  antiportes  de  pequeños 

solutos  conducidos por gradientes de H+ o Na+  (Pao, Paulsen  et  al.  1998).  La molécula de 

hemo  contiene  dos  carboxilatos  que  le  confieren  dos  cargas  negativas  por  lo  que  una 

posibilidad es que LmFLVCRb cotransporte iones positivos al importar el hemo. Sin embargo, 

no  podemos  descartar  que  estos  iones  sean  requeridos  para  estabilizar  la  interacción  del 

 
IV. Resultados y discusión 
 

 

endocitada  hasta  el  citosol  (Capítulo  2).  LmFLVCRb  no  lleva  a  cabo  este  papel,  como  se 

deduce  de  los  ensayos  de  formación  de  novo  de  hemo  a  partir ApoHb‐PPIX,  usado  como 

precursor de hemo dirigido al lisosoma, en parásitos que sobreexpresan LmFLVCRb. Aunque 

no  podemos  asignar  ningún  papel  funcional  a  la  proteína  LmFLVCRb  lisosomal,  una 
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otras proteínas sobreexpresadas. Sorprendentemente, la formación de hemo de novo a partir 
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inhibiéndose  considerablemente  a  4  ºC  (Fig.  16);  ii)  Requiere  la  presencia  de  iones 
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Los resultados de este Capítulo  forman parte del manuscrito en preparación “A yeast‐

based high‐throughput screen  identifies  inhibitors of TrypHRG haem transporters with 

potent trypanocidal activity.” , Cabello‐Donayre M., et al. 

 



 
 

 

 

 

Capítulo 4:  Identificación de  inhibidores de  transportadores TrypHRG con potente 

actividad tripanocida utilizando un cribado de alto rendimiento en levaduras 

 

 

  Los  transportadores  HRG  de  T.  brucei  y  Leishmania  (y  probablemente  de  T. 

cruzi) son esenciales en los parásitos e incluso la eliminación de un alelo del gen LHR1 de 

Leishmania impide el desarrollo de la leishmaniasis en modelos animales. Con el objetivo 

de  identificar  inhibidores  de  estas  proteínas  TrypHRG  con  actividad  tripanocida,  y 

aprovechando  la  posibilidad  de  expresar  los  transportadores  funcionalmente  en 

levaduras, quisimos desarrollar un ensayo que permitiera el cribado de alto rendimiento 

dirigido a diana dentro de un contexto celular eucariota. 

 

RESULTADOS 

 

1. Las proteínas TrypHRG como nuevas dianas terapéuticas 

Como  se  indicó  anteriormente,  LaHR1  de  L.  amazonensis  ha  sido  propuesta  como 

diana  terapéutica en base a que  i) no es posible generar parásitos KO para el gen  (Huynh, 

Yuan  et  al.  2012);  ii)  la  eliminación  de  un  alelo  impide  la  virulencia  en modelos  animales 

(Miguel, Flannery et al. 2013); y iii) el grado de funcionalidad de LaHR1 se correlaciona con el 

grado de desarrollo de la enfermedad en este modelo murino (Renberg, Yuan et al. 2015). 

De  igual modo,  en nuestros  estudios  con  LmHR1 de  L. major  (Capítulo  2)  tampoco 

hemos podido generar parásitos KO para el gen. Como disponíamos de parásitos  con una 

copia del gen LmHR1 delecionada (LmHR1+/‐), quisimos confirmar su rol en la virulencia, en un 

modelo murino de leishmaniasis cutánea. 

Para  ello,  se  infectaron  ratones macho  C57BL/6  con  1  x  106  promastigotes  en  fase 

estacionaria de L. major control y LmHR1+/‐ en la almohadilla plantar de la pata trasera, por vía 

subcutánea, como se  indica en el apartado de materiales y métodos. La  inflamación de esta 

almohadilla se controló semanalmente durante 15 semanas (Fig. 1). 
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IV. Resultados y discusión 
 

   

Los  ratones que habían  sido  infectados  con  los parásitos  control desarrollaron una 

inflamación progresiva  y edema en  la  almohadilla plantar  inyectada en  torno  a  la  segunda 

semana. El nivel máximo de  inflamación se alcanzó a  las tres semanas, después de  lo cual  la 

almohadilla de  la pata  trasera  infectada comenzó a  recuperarse  lentamente,  tal y como  se 

espera  en  este  modelo.  Por  el  contrario,  los  ratones  infectados  con  parásitos  LmHR1+/‐ 

mostraron muy poca  inflamación en la almohadilla de la pata, con diferencias mínimas entre 

las almohadillas plantares de la pata infectada y no infectada. 
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mutante  de  levaduras  para  crecer  en  presencia  de  bajas  concentraciones  de  hemina  y 

hemoglobina. En estas  levaduras,  las proteínas TrypHRG tienen una doble  localización: en  la 

membrana plasmática, desde donde se ha descrito que median el importe de hemo desde el 

exterior, y en    la membrana de  la vacuola digestiva, donde hemos propuesto que median  la 

entrada al  citosol del hemo procedente de  la hemoglobina endocitada. Por  lo  tanto, estas 

levaduras  expresando  los  transportadores  de  los  parásitos  podrían  usarse  para  buscar 

inhibidores de  la diana en un contexto celular, en  formato de alto  rendimiento y de  forma 

barata.  Este  cribado  podría  llevarse  a  cabo  tanto  midiendo  la  inhibición  del  crecimiento 

producida  al  inhibir  los  transportadores  TrypHRG,  como  observando  la  inhibición  de  la 

actividad  catalasa,  monitorizada  como  formación  de  espuma  según  se  describió 

anteriormente. 

Como  prueba  de  concepto,  hemos  llevado  a  cabo  un  rastreo  de  una  pequeña 

quimioteca formada por 1007 compuestos, la mayoría de ellos (1000) fármacos de reposición 

y el resto (7) antioxidantes alimentarios aprobados para su uso. Los fármacos de reposición 

son  fármacos  en  uso  para  otras  indicaciones  terapéuticas  y,  por  tanto,  su  toxicidad, 

farmacodinámica  y  farmacocinética  son  conocidos.  Los  antioxidantes  utilizados  son 

moléculas  (naturales  o  sintéticas)  presentes  de  forma  natural  en  la  dieta  humana  o 

empleados como aditivos o conservantes por  la  industria alimentaria, por  lo que también se 

conoce bien su toxicidad, etc.  

Como diana, además de TbHRG de T. brucei  (enfermedad del sueño) y LmHR1 de L. 

major  (leishmaniasis  cutánea)  usamos  LdHR1,  de  L.  donovani  (leishmaniasis  visceral).  Para 

ello,  en  primer  lugar,  clonamos  el  gen  HRG  de  L.  donovani  (LdHR1)  en  el  plásmido  de 

expresión  constitutiva  pDR  y  se  transformaron  levaduras  ∆hem1  con  esta  construcción  y 

confirmamos que producía un fenotipo similar al descrito para LmHR1 en el Capítulo 2 (dato 

no mostrado).  

 

2.1. Ensayo de inhibición del crecimiento. Cálculo del valor Z del minitest 

El cribado de  los  inhibidores de  las proteínas TrypHRG en  las  levaduras se realizó en 

colaboración con  la Fundación Medina  (PTS‐Granada), utilizando placas de 96 pocillos y un 

volumen de ensayo de 100 µl por pocillo. Para ello, se adaptaron los ensayos de funcionalidad 

descritos  en  el  Capítulo  2.  Las  levaduras ∆hem1  transformadas  con  las proteínas HRG  y  el 
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control (transformadas con el plásmido vacío) se sembraron en una placa de 96 pocillos a una 

DO inicial de 0.1, en presencia de 0.05 µM de hemoglobina, y se midió la DO al cabo de 24 h. 

Se utilizó 10 µM de hemo y 2,5 µM de hemoglobina como control positivo de crecimiento. 

El  valor  Z  es  un  coeficiente  estadístico  adimensional  que  refleja  tanto  el  rango 

dinámico de la señal del ensayo como la variación de los datos asociada a las mediciones de la 

señal, y se  trata, por  tanto, de un parámetro adecuado para  la evaluación de  la calidad del 

ensayo. Para cualquier ensayo, el valor de Z sólo es significativo cuando se encuentra dentro 

del  rango  ‐1≤Z≤1.  Por  debajo  de  0,  el  cribado  no  se  puede  realizar.  Si  Z=0,  se  trata  de  un 

ensayo “si/no”. Entre 0 y 0.5 el test no es fiable mientras que cuando Z tiene un valor de entre 

0,5 y 1 , se trata de un ensayo excelente (Zhang, Chung et al. 1999). 

El cálculo del valor Z se realizó, siguiendo la fórmula descrita en materiales y métodos, 

con los valores de DO leídos a una λ de 600 nm de las levaduras transformadas (TrypHRG) y 

las  levaduras  control  (plásmido vacío) en presencia de 0,05 µM de hemoglobina. Como  se 

observa en  la tabla 1, el valor Z observado para cada caso validaba el ensayo al ser siempre 

mayor que 0,5.  

LmHR1  LdHR1  TbHRG 

0,87  0,87  0,84 

 

 

 

2.2. Minitest para observar  la pérdida de  actividad  catalasa  al  inhibir  los  transportadores 

TrypHRG 

Como  se explicó en el Capítulo 2,  las catalasas de  las  levaduras  son hemoproteínas 

reguladas por hemo por  lo que  la actividad catalasa puede ser utilizada como un marcador 

endógeno para medir los niveles intracelulares de hemo (Kathiresan, Martins et al. 2014). Esta 

actividad  catalasa  es  posible medirla  con  un  ensayo  sencillo  que  no  requiere  lisis  celular 

(Iwase,  Tajima  et  al.  2013),  consistente  en  la  visualización  de  la  espuma producida por  las 

burbujas de oxígeno, generadas por  la catalasa que descompone el peróxido de hidrógeno, 

atrapadas en el detergente añadido. 
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limitado, en el primer cribado se utilizaron sólo  las  levaduras transformadas con  la proteína 
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Por  un  lado,  se midió  el  crecimiento  (DO600)  de  las  distintas  levaduras  crecidas  en 

presencia  de  0,05  µM  de  hemoglobina  en  un  lector  de  placas.  Tras  analizar  los  datos,  se 

seleccionaron  aquellos  compuestos  que  habían  producido  una  inhibición  del  crecimiento 

mayor del 75 %. 

Por otro lado, para el cribado visual de la inhibición de la actividad catalasa, se añadió 

Triton x‐100 1 % y agua oxigenada a las placas de levaduras crecidas a 0,5 µM de hemoglobina 

y se realizaron fotos de cada placa. La imagen 2 muestra el resultado de una de estas placas, 

en la que aparecen tres compuestos positivos. Estos tres compuestos positivos aparecen en 

los dos ensayos y esta correlación se mantuvo para todo el ensayo (Fig. 4). Por  lo tanto, no 

llevamos a cabo ningún control de  la posible  inhibición de  la actividad catalasa por parte de 

los compuestos seleccionados. 

Este ensayo de rastreo de  los compuestos de  la colección original que tenían efecto 

inhibitorio sobre la proteína TbHRG se realizó de forma independiente dos veces. 

De  esta  forma,  de  los  1007  compuestos  de  la  colección  se  seleccionaron  69 
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IV. Resultados y discusión 
 

   

Este ensayo  (Fig. 5) permitió eliminar compuestos que  inhibían el crecimiento de  la 

levadura control en presencia de ALA de igual forma que el de las levaduras que expresaban 

los transportadores TrypHRG, y otros para los que no se confirmó el efecto inhibitorio sobre 

los TrypHRG. De esta forma se seleccionaron 34 compuestos de los 69 iniciales (un 49,3 %), lo 

que representó un 3,38 % de la librería. 
 

4. Actividad tripanocida y leishmanicida de los compuestos seleccionados 

La mayoría de los compuestos identificados se comparon y están siendo ensayados a 

una concentración máxima de 10 µM frente a formas sanguíneas de T. brucei y promastigotas 

de  L.  major.  En  el  caso  de  Leishmania,  aunque  la  forma  clínicamente  relevante  es  la 

amastigota intracelular, se puede realizar el test sobre ellas ya que también en este estadio es 

esencial la proteína LHR1 (Huynh, Yuan et al. 2012) por lo que sirve como prueba de concepto 

para validar el ensayo . 
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En el caso de T. brucei, de los 27 compuestos ensayados por el momento 16 mostraron 

una IC50 por debajo de 10 µM (59,3 %). De ellos, 4 la tuvieron entre 1 y 10 µM, 8 entre 0,1 y 1 

µM y 4 por debajo de 0,1 µM. Dentro de este último grupo que engloba los compuestos más 

activos frente a T. brucei, los valores de Ic50 obtenidos fueron de 3 nM (compuesto 8), 15 nM 

(compuesto 26), 64 nM (compuesto 23) y 77 nm (compuesto 32). 

En el caso de Leishmania, de los 28 compuestos ensayados 14 mostraron una IC50 por 

debajo de 10 µM (50,0 % de  los ensayados). De ellos, 2 mostraron una  IC50 entre 1 y 10 µM, 

mientras que 10 mostraron un valor de entre 0,1 y 1 µM y 2  lo hacían por debajo de 0,1 µM. 

Estos últimos  serían  los  fármacos más  activos  frente  a  Leishmania, mostrando un  valor de 

IC50 de 30 nM (compuesto 15) y 67 nM (compuesto 32). 

  IC50 (1‐10 µM)  IC50 (0,1‐1 µM)  IC50 (<1 µM) 

Trypanosoma brucei  4  8  4 

Leishmania major  2  10  2 

 

 

La mayoría de  los compuestos activos mostraron efecto  inhibitorio  frente a  los dos 

parásitos, como era de esperar si la diana sobre la que están actuando son las proteínas HRG 

de  cada  organismo.  No  obstante,  3  de  los  compuestos  con  actividad  tripanocida  no 

mostraron actividad leishmanicida. 
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DISCUSIÓN 

La  auxotrofía  para  el  hemo  de  los  parásitos  tripanosomátidos  ya  fue  considerada 

como un talón de Aquiles hace más de 80 años (Lwoff 1933). Esto es debido a que, aunque 

necesitan el grupo hemo, no pueden sintetizarlo por lo que deben rescatarlo del hospedador 

(Dutta, Furuyama et al. 2008, Aslett, Aurrecoechea et al. 2010)  . En Leishmania  se conocen 

numerosas hemoproteínas esenciales, como los citocromos b5 y c (Tripodi, Menendez Bravo 

et  al.  2011).  Por  el  contrario,  hasta  hace  poco  tiempo  no  se  ha  validado  la  primera 

hemoproteína  esencial  en  las  formas  sanguíneas  de  T.  brucei,  la  enzima  esterol  14α‐

demetilasa (CYP51) (Dauchy, Bonhivers et al. 2016), esencial para la síntesis del ergosterol que 

es  el  esterol  principal  de  su  membrana  plasmática  (Lepesheva,  Park  et  al.  2010).  Esta 

hemoproteína  también es esencial para otros  tripanosomátidos  (Lepesheva and Waterman 

2011), y de hecho es un blanco de acción de fármacos frente a estos parásitos (Buckner and 

Urbina 2012, McCall, El Aroussi et al. 2015). Las proteínas involucradas en el rescate de hemo 

del hospedador humano podrían ser por lo tanto atractivas dianas terapéuticas sobre las que 

dirigir nuevos fármacos. 

Un caso  interesante es el de  los transportadores HRG de tripanosomátidos. Estudios 

de ARN de interferencia sugieren que son esenciales para las formas sanguíneas de T. brucei 

(Fig. 2) al rescatar el hemo proveniente de la hemoglobina, que es endocitada acomplejada a 

la haptoglobina a  través del  receptor TbHpHbR  (Vanhollebeke, De Muylder et al. 2008). En 

Leishmania, el  transportador HRG  también es esencial y  realiza dos  funciones. Por un  lado, 

media la entrada del grupo hemo desde el espacio extracelular al citosol (Huynh, Yuan et al. 

2012)  y,  por  otro  lado, media  la  salida  del  hemo  del  lisosoma  al  citosol  procedente  de  la 

hemoglobina endocitada  (capítulo 2). Además,  la baja  similitud entre  las proteínas HRG de 

tripanosomátidos y  la única proteína HRG humana (entre 14‐18 % de  identidad) podría hacer 

posible el desarrollo de inhibidores específicos contra estas proteínas transportadoras de los 

parásitos. Por lo tanto, la inhibición de las proteínas HRG de tripanosomátidos representa una 

prometedora  ruta  para  el  control  de  las  enfermedades  desatendidas  producidas  por  los 

parásitos que estamos mencionando. Para validar esta idea, en colaboración con la Fundación 

MEDINA (Fundación Centro de Excelencia en Investigación de Medicamentos Innovadores en 

Andalucía, consorcio público‐privado entre Merck Sharp & Dohme, la Junta de Andalucía y la 
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UGR),  se ha  realizado un  cribado de  alto  rendimiento  (Ivens, Peacock  et  al.)  con  el  fin de 

identificar inhibidores de las proteínas HRG de tripanosomátidos con actividad tripanocida. 

Los  cribados  HTS  suelen  llevarse  a  cabo mediante  dos  aproximaciones  diferentes: 

ensayos  fenotípicos, usando células vivas  (Mackey, Baca et al. 2006), y ensayos dirigidos a 

dianas, usando ensayos bioquímicos  in  vitro  (Norcliffe, Álvarez‐RuÍz et al.  2014, Denny and 

Steel  2015).  Ambas  aproximaciones  tienen  sus  inconvenientes.  Los  ensayos  fenotípicos, 

basados en células, no  revelan  la diana del hit  identificado y  requieren el cultivo de células 

(parásitos). Por  su parte,  las metodologías  in  vitro  carecen de un  contexto  celular,  suelen 

requerir  la purificación de proteína  soluble. Además,  ambos  suelen  ser  caros  y en muchos 

casos,  difíciles  de miniaturizar.  El  uso  de  un  ensayo  como  el  que mostramos,  basado  en 

levaduras  que  expresan  las  dianas  de  los  parásitos,  puede  salvar  estos  obstáculos  ya  que 

ofrece una plataforma barata para el cribado de alto rendimiento dirigido a diana dentro de 

un  contexto  celular  eucariota.  De  hecho,  este  tipo  de  ensayos  se  han  propuesto 

recientemente  como  una  buena  alternativa  para  buscar  fármacos  frente  a  enfermedades 

olvidadas (Norcliffe, Álvarez‐RuÍz et al. 2014, Denny and Steel 2015, Balaña‐Fouce and Reguera 

2016) 

Para  ello,  hemos  aprovechado  la  capacidad  de  expresar  funcionalmente  estos 

transportadores TrypHRG (TbHRG de T. brucei, LmHR1 de L. major y LdHR1 de L. donovani) en 

levaduras  auxótrofas para  el hemo  (∆hem1).  Estas  levaduras no  son  capaces de  crecer  en 

presencia de bajas concentraciones de hemina o hemoglobina salvo que expresen alguno de 

estos  TrypHRG.  Por  lo  tanto,  hipotetizamos  que,  en  presencia  de  un  inhibidor  de  estos 

transportadores,  las  levaduras  no  podrían  crecer,  lo  que  puede  visualizarse  fácilmente 

midiendo  su  DO600.  La  disminución  del  hemo  intracelular  también  puede  visualizarse 

fácilmente  observando  la  espuma  formada  por  la  actividad  de  la  catalasa,  usada  como 

hemoproteína  reportera,  como  se muestra  en  la  figura  4.  Para  adaptarlo  a  formato  HTS, 

hemos puesto  a punto  la miniaturización  del  ensayo  en placas  de  96 pocillos  (que podría 

extrapolarse al formato de 384 pocillos), obteniéndose valores de Z de 0.84.  

La quimioteca de fármacos de reposición usada, suministrada por la empresa Neuron 

BioPharma  S.A.  (NEURON),  está  formada  por  fármacos  aprobados  para  su  uso  clínico  en 

patologías  diferentes  a  la  leishmaniasis  o  la  tripanosomiasis.  La  ventaja  de  este  tipo  de 

fármacos es que en su mayoría son de administración oral y se dispone de gran  información 

sobre su toxicidad, farmacocinética y farmacodinámica. Esto permite ahorrar tiempo y costes 
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recientemente  como  una  buena  alternativa  para  buscar  fármacos  frente  a  enfermedades 

olvidadas (Norcliffe, Álvarez‐RuÍz et al. 2014, Denny and Steel 2015, Balaña‐Fouce and Reguera 

2016) 

Para  ello,  hemos  aprovechado  la  capacidad  de  expresar  funcionalmente  estos 

transportadores TrypHRG (TbHRG de T. brucei, LmHR1 de L. major y LdHR1 de L. donovani) en 

levaduras  auxótrofas para  el hemo  (∆hem1).  Estas  levaduras no  son  capaces de  crecer  en 

presencia de bajas concentraciones de hemina o hemoglobina salvo que expresen alguno de 

estos  TrypHRG.  Por  lo  tanto,  hipotetizamos  que,  en  presencia  de  un  inhibidor  de  estos 

transportadores,  las  levaduras  no  podrían  crecer,  lo  que  puede  visualizarse  fácilmente 

midiendo  su  DO600.  La  disminución  del  hemo  intracelular  también  puede  visualizarse 

fácilmente  observando  la  espuma  formada  por  la  actividad  de  la  catalasa,  usada  como 

hemoproteína  reportera,  como  se muestra  en  la  figura  4.  Para  adaptarlo  a  formato  HTS, 

hemos puesto  a punto  la miniaturización  del  ensayo  en placas  de  96 pocillos  (que podría 

extrapolarse al formato de 384 pocillos), obteniéndose valores de Z de 0.84.  

La quimioteca de fármacos de reposición usada, suministrada por la empresa Neuron 

BioPharma  S.A.  (NEURON),  está  formada  por  fármacos  aprobados  para  su  uso  clínico  en 

patologías  diferentes  a  la  leishmaniasis  o  la  tripanosomiasis.  La  ventaja  de  este  tipo  de 

fármacos es que en su mayoría son de administración oral y se dispone de gran  información 

sobre su toxicidad, farmacocinética y farmacodinámica. Esto permite ahorrar tiempo y costes 
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en el caso de que llegara a usarse alguno de estos compuestos en ensayos clínicos. De hecho, 

esta  aproximación  de  usar  fármacos  de  reposición  frente  a  parásitos  responsables  de 

enfermedades olvidadas ha sido explorada previamente (Mackey, Baca et al. 2006, Padhy and 

Gupta 2011, Kaiser, Maser et al. 2015, Sbaraglini, Vanrell et al. 2016). A esta colección añadimos 

varios  antioxidantes,  de  origen  natural  y  sintético,  en  uso  en  la  industria  alimentaria,  con 

perfiles de seguridad bien caracterizados (Durazzo 2017). 

Tras  realizar  el  cribado  de  la  colección  en  el minitest  desarrollado  y  desechar  los 

compuestos con toxicidad frente a las levaduras, se seleccionaron 36 compuestos (3.57 % del 

total) capaces de  impedir el crecimiento de  las  levaduras mediado por  los  transportadores 

TrypHRG. La mayoría de estos compuestos  (29) han  sido ya ensayados  frente a  las  formas 

sanguíneas  de  T.  brucei  y  las  formas  promastigotas  de  L. major  (el  análisis  del  resto  de 

compuestos  también  se  llevará  a  cabo).  Aunque  estas  formas  promastigotas  son 

clínicamente menos interesantes, sirven para validar el test ya que LmHR1 es esencial en este 

estadio.  Independientemente,  en  un  futuro  también  se  ensayarán  frente  a  las  formas 

amastigotas  intracelulares  de  L.  donovani.  Alrededor  de  la  mitad  de  estos  compuestos 

seleccionados  en  levaduras  mostraron  actividad  (IC50  <  10  µM)  frente  a  T.  brucei  y 

Leishmania. La mayoría de  los compuestos activos (cerca del 80 %) fueron efectivos frente a 

Trypanosoma brucei y Leishmania major. El hecho de que sean compuestos activos para  las 

dos especies apoya que inhiban una proteína común en ambas especies, como podrían ser las 

proteínas HRG. De hecho, en el ensayo de  levaduras estos compuestos  inhibieron todos  los 

transportadores TrypHRG. No obstante, algunos compuestos son activos sólo frente a uno de 

los parásitos, como por ejemplo el compuesto 23, activo sólo para T. brucei. Este resultado 

podría deberse a que los compuestos fueran internalizados con mayor eficacia en un parásito 

en comparación con el otro, o a que estén  llevando su acción antiparasitaria  inhibiendo una 

diana diferente a los TrypHRG. 

Entre  los compuestos activos encontramos algunos cuyo efecto frente a Leishmania 

spp. y/o T. brucei ya se ha descrito en  la  literatura, aunque en  la mayoría de  los casos no se 

conoce su diana. La actividad tripanocida del compuesto 32 (IC50 de 77 nM), utilizado como 

antihelmíntico, fue ya descrita en otro ensayo HTS fenotípico utilizando una colección de 2160 

fármacos  de  reposición,  en  el  que  no  se  identificó  su  diana  de  acción,  aunque  la  IC50 

encontrada fue de 3 µM (Mackey, Baca et al. 2006). Este compuesto ha mostrado además un 

efecto importante frente a la forma promastigote de L. major (IC50 de 67 nM), no descrito en 

la  literatura. Para el compuesto 2  (IC50 de  1.09 µM  frente a L. major), un  fármaco utilizado 
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seleccionados  en  levaduras  mostraron  actividad  (IC50  <  10  µM)  frente  a  T.  brucei  y 

Leishmania. La mayoría de  los compuestos activos (cerca del 80 %) fueron efectivos frente a 
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dos especies apoya que inhiban una proteína común en ambas especies, como podrían ser las 

proteínas HRG. De hecho, en el ensayo de  levaduras estos compuestos  inhibieron todos  los 

transportadores TrypHRG. No obstante, algunos compuestos son activos sólo frente a uno de 

los parásitos, como por ejemplo el compuesto 23, activo sólo para T. brucei. Este resultado 

podría deberse a que los compuestos fueran internalizados con mayor eficacia en un parásito 

en comparación con el otro, o a que estén  llevando su acción antiparasitaria  inhibiendo una 

diana diferente a los TrypHRG. 

Entre  los compuestos activos encontramos algunos cuyo efecto frente a Leishmania 

spp. y/o T. brucei ya se ha descrito en  la  literatura, aunque en  la mayoría de  los casos no se 

conoce su diana. La actividad tripanocida del compuesto 32 (IC50 de 77 nM), utilizado como 

antihelmíntico, fue ya descrita en otro ensayo HTS fenotípico utilizando una colección de 2160 

fármacos  de  reposición,  en  el  que  no  se  identificó  su  diana  de  acción,  aunque  la  IC50 

encontrada fue de 3 µM (Mackey, Baca et al. 2006). Este compuesto ha mostrado además un 

efecto importante frente a la forma promastigote de L. major (IC50 de 67 nM), no descrito en 

la  literatura. Para el compuesto 2  (IC50 de  1.09 µM  frente a L. major), un  fármaco utilizado 
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para tratar la arritmia, se describió un actividad inhibitoria submicromolar frente a las formas 

amastigotes de L. amazonensis (de Macedo‐Silva, de Oliveira Silva et al. 2011). Para análogos 

del  anterior,  también  usados  para  tratar  la  arritmia,  se  ha  descrito  una  actividad  frente  a 

amastigotes  intracelulares  de  L.  mexicana  a  concentraciones  subnanomolares  (Benaim, 

Casanova et al. 2014). El compuesto 16, utilizado en el tratamiento del alcoholismo crónico, 

fue  identificado  previamente  como  potencial  agente  leishmanicida  (Chavali,  Blazier  et  al. 

2012). Como último ejemplo en este grupo, el compuesto 27    (IC50 de 579 nM en L. major) 

tiene  actividad  leishmanicida  conocida  (El‐On  and  Messer  1986)  y  de  hecho  es  un 

componente de una crema leishmanicida en uso para tratar la leishmaniasis cutánea, aunque 

no se conoce su mecanismo de acción. La actividad tripanocida encontrada (IC50 de 558 nM) 

no ha sido descrita en la literatura.  

Por otra parte, para muchos de los compuestos identificados como activos no hemos 

encontrado  ninguna  descripción  de  actividad  frente  a  estos  parásitos  tripanosomatidos. 

Entre ellos estarían el compuesto 3  (IC50 de  119 nM  frente a T. brucei y  146 nM  frente a L. 

major),  el  compuesto  10  (IC50 de  231 nM  frente  a  T. brucei  y  189 nM  frente  a  L. major)  el 

compuesto 12 (IC50 de 1.80 µM frente a L. major) y el compuesto 26 (IC50 de 15 nM frente a T. 

brucei). Tampoco se ha descrito actividad frente a estos parásitos del compuesto 9 (IC50 de 

1.79  µM  frente  a  T.  brucei  y  531  nM  frente  a  L.  major),  que  sin  embargo  se  ha  usado 

experimentalmente en  la producción de  liposomas para encapsular agentes  leishmanicidas 

(Dasgupta, Adhya et al. 2002). A su vez, el compuesto 11 (IC50 de 293 nM frente a T. brucei y 

299 nM  frente a  L. major)  se ha usado para prevenir  infecciones asociadas a  leishmaniasis 

mucosa  (Abbas, Musatafa  et  al.  2009).  Finalmente,  uno  de  los  antioxidantes  de  uso  en 

alimentación ensayados  (compuesto  23) ha demostrado  también una actividad  tripanocida 

(IC50 de 64 nM) previamente no descrita. 

Además  de  las  proteínas  HRG  de  parásitos  tripanosomátidos,  esta  familia  de 

transportadores  está  presente  en  otros  patógenos  causantes  de  enfermedades  humanos. 

Por ejemplo, el nematodo  causante de  la  filariasis en humanos  (Brugia malayi)  también es 

auxótrofo para el hemo por lo que debe adquirirlo del hospedador, probablemente a través 

de una proteína HRG (BmHRG‐1) (Luck, Yuan et al. 2016). Además, las proteínas HRG también 

son  importantes  para  organismos  vectores  de  enfermedades  para  el  humano  y  otros 

animales, como ocurre con las garrapatas (Perner, Sobotka et al. 2016). Por tanto, inhibidores 

de  las  proteínas HRG  podrían  tener  un  uso mucho más  amplio.  Por  el  contrario,  también 

existe una proteína HRG en el hombre que lleva a cabo un papel importante en el reciclaje del 
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1.79  µM  frente  a  T.  brucei  y  531  nM  frente  a  L.  major),  que  sin  embargo  se  ha  usado 

experimentalmente en  la producción de  liposomas para encapsular agentes  leishmanicidas 

(Dasgupta, Adhya et al. 2002). A su vez, el compuesto 11 (IC50 de 293 nM frente a T. brucei y 

299 nM  frente a  L. major)  se ha usado para prevenir  infecciones asociadas a  leishmaniasis 

mucosa  (Abbas, Musatafa  et  al.  2009).  Finalmente,  uno  de  los  antioxidantes  de  uso  en 

alimentación ensayados  (compuesto  23) ha demostrado  también una actividad  tripanocida 

(IC50 de 64 nM) previamente no descrita. 

Además  de  las  proteínas  HRG  de  parásitos  tripanosomátidos,  esta  familia  de 

transportadores  está  presente  en  otros  patógenos  causantes  de  enfermedades  humanos. 

Por ejemplo, el nematodo  causante de  la  filariasis en humanos  (Brugia malayi)  también es 

auxótrofo para el hemo por lo que debe adquirirlo del hospedador, probablemente a través 

de una proteína HRG (BmHRG‐1) (Luck, Yuan et al. 2016). Además, las proteínas HRG también 

son  importantes  para  organismos  vectores  de  enfermedades  para  el  humano  y  otros 

animales, como ocurre con las garrapatas (Perner, Sobotka et al. 2016). Por tanto, inhibidores 

de  las  proteínas HRG  podrían  tener  un  uso mucho más  amplio.  Por  el  contrario,  también 

existe una proteína HRG en el hombre que lleva a cabo un papel importante en el reciclaje del 
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IV. Resultados y discusión 
 

   

hemo proveniente de  los eritrocitos senescentes. Por  lo tanto, sería  importante comprobar 

que  los  inhibidores  identificados  no  afecten  al  transportador  humano,  que  por  otra  parte 

muestra una baja  identidad con el de  los parásitos (alrededor del 15 %).   El uso de  levaduras 

que  sobreexpresen el  transportador humano permitiría estudiar  fácilmente  la especificidad 

de los distintos inhibidores. 

Como  conclusión,  en  este  último  capítulo  hemos  validado  un  ensayo  basado  en 

levaduras que permite el cribado de alto rendimiento de  inhibidores de  los transportadores 

HRG de parásitos  tripanosomátidos. Muchos de  los  inhibidores  identificados han mostrado 

una  actividad  en  el  orden  submicromolar  sobre  formas  sanguíneas  de  T.  brucei  y 

promastigotas de L. major. Además de haber tenido éxito como prueba de concepto para un 

futuro rastreo de colecciones de mayor número de compuestos, algunos de  los  inhibidores 

identificados pueden ser interesantes ya que provienen de una colección de fármacos en uso 

clínico, por lo que se conoce bien sus perfiles de seguridad. 
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V. Conclusiones 

 

 

 

1.  La  entrada  de  porfirinas  en  formas  promastigotas  de  parásitos  del  género 

Leishmania spp. es dependiente de energía, temperatura y pH, saturable por concentraciones 

crecientes  de porfirina  y  requiere  la presencia  de  cationes monovalentes. Por  lo  tanto,  se 
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“A new ATP‐binding cassette protein is involved in intracellular haem trafficking in 

Leishmania” 

J.  Campos‐Salinas, María  Cabello‐Donayre, R. García‐Hernández,  I.  Pérez‐Victoria,  S. 

Castanys, F. Gamarro y J.M. Pérez‐Victoria.  

En este artículo se describe  la caracterización de  la proteína LABCG5,  involucrada en 

el  tráfico  intracelular  del  hemo  proveniente  de  la  hemoglobina  endocitada.  Mi 

contribución en este artículo fue la de llevar a cabo la caracterización del mecanismo 

de entrada del grupo hemo en  las formas promastigotes de L. donovani, que  forma 

parte de esta Tesis. 
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“Trypanosomatid  parasites  rescue  heme  from  endocytosed  hemoglobin  through 

lysosomal HRG transporters” 

María  Cabello‐Donayre,  S.  Malagarie‐Cazenave,  J.  Campos‐Salinas,  F.J.  Gálvez,  A. 

Rodríguez‐Martínez,  E.  Pineda‐Molina,  L.M.  Orrego,  M.  Martínez‐García,  M.P. 

Sánchez‐Cañete, A.M. Estévez y J.M. Pérez‐Victoria.  

En  este  trabajo  se  describe  el  mecanismo  utilizado  por  Trypanosoma  brucei  y 

Leishmania para  rescatar el hemo proveniente de  la endocitosis de  la hemoglobina. 

Todos estos resultados forman parte de esta Tesis. 

 

 




