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CAPÍTULO 1: Topoisomerase IB poisons induce histone H2A 

phosphorylation as a response to DNA damage in Leishmania infantum 

Figure 1. Cell cycle proliferation of free-living L. infantum promastigotes. Cells treated 
with a single dose of indenoisoquinoline (green line) or without treatment (red line) were 
fixed and stained with propidium iodide and analyzed at the indicated times by flow 
cytometry.  
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Figure 2. Histone H2A is phosphorylated in L. infantum promastigotes as response of 
LTopIB poisons. A. Partial alignment of the C-terminal end of trypanosomatid’s histone 
H2A, showing the Thr residue suitable for phosphorylation as response of DNA damage. 
B. Peptide competition assay performed to demonstrate the specificity of the antibody 
prepared against KKGKA[pT]PSA. γH2A signal induced in cells treated with CPT (10 
µM) decreased when the antibody competed with the phosphorylated peptide. C. Time-
course phosphorylation of histone H2A analyzed by Western-blot hybridization with the 
polyclonal antibody, of promastigotes exposed to 10 μM CPT (left), TPT (middle) and 
SN38 (right). The histogram shows the signal increase of γH2A relative to time 0. 
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Figure 2 (cont.). D. Time-course phosphorylation of histone H2A in promastigotes 
exposed – from left to right – to compounds 2, 3, 7, 12, 17 and 18. L. infantum 
promastigotes were incubated with the reagents for 15, 60 and 120 min. Alfa-tubulin band 
is used as housekeeping control. The histogram shows the signal increase of γH2A relative 
to time 0. 
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Figure 3. γH2A foci formation as response to CPT and indenoisoquinolines. A. Confocal 
microscopy images showing histone γH2A phosphorylation as response to CPT and 2, 7, 
17 and 18 indenoisoquinolines for a period of 30 min. Images were acquired in a Zeiss 
LS800 confocal microscope using 100X magnification. DNA was stained with DAPI and 
γH2A with specific primary and secondary (FITC labeled) antibodies. Scale bar= 5 μm. 
B. Box-plot distribution values representing the number of foci per nuclei obtained for 
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each drug treatment. The foci number was obtained using the macro “Focinator” in the 
open-source program ImageJ. Two hundred cells were analyzed in two independent 
experiments for each treatment.  

Figure 4. Induction of SDS/K-DNA precipitable complexes by indenoisoquinolines in 
L. infantum promastigotes. CPT (A) – as positive control – and the indenoisoquinolines  
7 (B), 17 (C) and 18 (D) were added to cultures of L. infantum promastigotes, previously 
labeled with 0.5 mCi/mL [2-14C] thymidine for 24 h, for 30 min at the concentrations 
indicated in the bars. After this time, the percentage of SDS/K-DNA precipitable 
complexes was determined. Results are expressed as means ± SE for at least three different 
experiments carried out in duplicate. 
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Doxorubicin to the Parasitophorous Vacuole in Leishmania infantum 

Infections 

Figure 1. A. General structures of PG-DOX(pH)-PEG and PG-DOX(non)-PEG 
conjugates. B. Building blocks for the synthesis of PG-DOX(pH)-PEG and PG-
DOX(non)-PEG. 
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Figure 2. Representative release profile of PG-DOX(pH)-PEG and PG-DOX(non)-PEG 
incubated at pH 4.0 and 7.4 at 37 °C over 27 h. The DOX release (%) was quantified using 
a SEC assay with assistance of UV–vis spectroscopy. Mean ± SEM were obtained from 
triplicates in three independent experiments. 
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Figure 3. Cytotoxicity of polymers against macrophage cell lines. A. RAW 264.7 and B. 
J774A.1. C. Uninfected ex vivo splenic explant. Free DOX (■), PG-DOX(pH)-PEG (●), 
PG-DOX(non)- PEG (▲). Cell cultures were incubated with different concentrations of 
polymers or free DOX at 37 °C for 96 h. AlamarBlue was added following manufacture 
instructions and fluorescence readouts used to express cell viability. CC50 values were 
estimated by pharmacological approach using SigmaPlot. Mean ± SD error were obtained 
from duplicates in three independent experiments. X-axis represents μm concentrations of 
doxorubicin equivalents. 
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Figure 4. Curve dose response of free DOX and conjugated DOX polymers to PG against 
iRFP+L. infantum parasites. A. Effect against promastigotes cultures. Free promastigotes 
were incubated with different equivalent concentrations of DOX at 26 °C for 96 h. 
Promastigote viability measured as fluorescence was expressed as % respect untreated 
control. B. Effects against intracellular amastigotes were incubated with different 
equivalent concentrations of DOX at 37 °C for 96 h. Free DOX (■), PG-DOX(pH)-PEG 
(●), PG-DOX(non)-PEG (▲). Mean ± SD error were obtained from duplicates in three 
independent experiments. EC50 values were estimated by sigmoidal fit using SigmaPlot 
10.0. X-axis represents μm concentrations of doxorubicin equivalents. 
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Figure 5. Free and conjugated DOX to PG uptake in J774A.1 and RAW 264.7 
macrophages at different time points. Once cells were attached to plates, free or 
conjugated DOX equivalent amounts (0.5 µM) were added to cultures. Macrophages were 
harvested and the unbound polymers were removed by acidic treatment. Red fluorescence 
intensity was acquired on logaritmic scale and represented versus scatter side. Gate Dox-
positive population was established as 2% in untreated cells. Uptake is expressed as %. 
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Values are means ± standard error. A. J774A.1 macrophages. B. RAW 264.7 
macrophages. 

Figure 6. Free DOX and PG-DOX(pH)-PEG conjugates trafficked to spatially distinct 
intracellular locations within 24 h post-treatment with live RAW 264.7 macrophages. A. 
Free DOX after different treatment times. Nucleus is stained with Hoechst 34580 (blue), 
lysosomes are stained with cresyl-violet (red), and DOX is shown in green. Free DOX is 
not seen inside nuclei within 30 min, but clearly detected after 24 h. The amastigotes 
nuclei appear in blue (crosses). PG-DOX(pH)-PEG treatment for 24 h (bottom line) 
showed that DOX strongly accumulates in vesicles containing parasites that co-localize 
with cresyl-violet. 
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Figure 6 (cont.). Free DOX and PG-DOX(pH)-PEG conjugates trafficked to spatially 
distinct intracellular locations within 24 h post-treatment with live RAW 264.7 
macrophages. B. DOX fluorescence detected in nuclei of cells treated with free DOX or 
PG-DOX(pH)-PEG conjugate. A region of interest (ROI) was drawn over nuclei to 
quantify DOX accumulated in nuclei. Results represented as mean ± SEM.  
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Figure 7. A. PG-DOX(pH)-PEG conjugates trafficked to lysosomes and co-localize with 
intracellular parasites inside lysosomes in RAW 264.7 macrophages. Cells were pre-
transducted with GFP-LAMP-1. Free DOX and PG-DOX(pH)-PEG conjugate were 
added for 24 h before image acquisition. Nucleus is stained with Hoechst 34580 (blue), 
LAMP-1 is labeling late endosomes and lysosomes (green) and DOX is shown in orange. 
DOX fluorescence was detected in lysosomes.  
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Figure 7. B. A line crossing single representative lysosomes was manually traced with 
a one-pixel width and quantification of the DOX fluorescence in free DOX and PG-
DOX(pH)-PEG treated cells is shown. 
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Figure 8. PG-DOX(pH)-PEG conjugates prevents necrosis in RAW 264.7 macrophages. 
Cells were incubated with 1.0 μm free DOX or conjugated DOX equivalent amounts for 
24 h before apoptosis/necrosis evaluation. Dot-plots showing viability (left bottom), early 
apoptosis (right bottom), late apoptosis (right top), necrosis (left top). 
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Figure S1. Size distribution histograms by i) intensity and ii) volumen of PG-DOX-PEG 
conjugates A and B. 
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Figure S2. Flow cytometry histogram for uptake studies in J774A.1 macrophages. X-
axis represents fluorescence inside the cells. Control untreated cells (grey), free DOX 
(red), PG-DOX-(pH)-PEG (blue), PG-DOX(non)-PEG (green). 
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Figure S3. Uptake of PG-DOX(pH)-PEG, PG-DOX(non)-PEG, and free DOX in (A) 
J774.1 and (B) RAW 264.7 macrophages. SSC: side scatter. TR: Texas Red.  
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CAPÍTULO 3 – PARTE A: Reproduction in trypanosomatids: past and 

present 

Figure 1. Genomic and kDNA inheritance in trypanosomatids: A. Models representing 
two possible sexual reproduction strategies in trypanosomatids that allow mixture of 
parental genotypes in daughter cells: (A1) A parasexual process in which two aneuploid 
parental cells (approximately 2n) are fused to give rise to a transient aneuploidy genotype 
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(approximately 4n), which furthers reduces its chromosomal burden in an asymmetric way 
to produce aneuploid daughter cells (approximately 2n). (A-2) Meiotic process, in which 
the hypothetical putative distribution of parental chromosomes is represented in daughter 
cells. Cells are represented with 4 pairs of chromosomes and reflect the mosaic aneuploidy 
that is frequent in the trypanosomatid Leishmania. A classical image of chromosomes is 
depicted in the figure despite the fact that the genetic material does not condense during 
the life cycle of trypanosomatids. Chromosomal recombination between homologous 
chromosomes is not represented in the figure; B. Model representing the result of kDNA 
inheritance. It can be biparental in maxicircles and minicircles, but after some clonal 
divisions, maxicircles, unlike minicircles, only maintain one parental genotype. 

Figure 2. A. Schematic representation of hybrid generation using parental mixtures in 
the vector insect or in vitro using microplates; B. Example of two parents used to obtain 
an intraclonal hybrid between L. infantum BCN150 mCherry BSD and L. infantum 
BCN150 CTN PAC; C. Schematic showing the integration of pLEXSY plasmids, which 
allow the expression of fluorescent proteins and antibiotic resistance genes, at the 18s 
RNA locus; D. Specific PCR amplification of the gene encoding fluorescent proteins in 
the parental parasites (lines 1, 2, 3 and 4) and in the hybrid (lines 5 and 6).  
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CAPÍTULO 3 - PARTE B: Axenic interspecies and intraclonal hybrid 

formation in Leishmania: successful crossings between visceral and 

cutaneous strains. 

Figure 1. Engineered Leishmania parental strains. A. Schematic representation of 
pLEXSY-CTN-PAC. 

171 

Figure 1 (cont.). Engineered Leishmania parental strains. B. Representative confocal 
microscopy pictures of promastigotes of the parental fluorescent strains of Leishmania 
used for the intraclonal and interspecies outcrossings. Lt mCh HYG: L. tropica mCh HYG 
(561 nm); Lt CTN PAC: L. tropica CTN PAC (488 nm); Lt iRFP PAC: L. tropica iRFP 
PAC (640 nm); Ld mCh HYG: L. donovani mCh HYG (561 nm); Ld CTN PAC: L. 
donovani CTN PAC (488 nm); Lm mCh HYG: L. major mCh HYG (561 nm); Lm CTN 
PAC: L. major CTN PAC (488 nm). 
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Figure 2. Characterization of intraclonal hybrids. A. Confocal microscopy showing 
the interaction between LULO cells and parental cell lines of L. tropica before mating. 
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Figure 2 (cont.). Characterization of intraclonal hybrids. B. Representative image of 
confocal microscopy of one hybrid clon of L. tropica mCh HYG x L. tropica CTN PAC 
and fluorescence emission in the mCh (561 nm) and CTN (488 nm) channels. C. Growth 
curves (number of promastigotes in culture during 7 days) of the parental L. tropica mCh 
HYG (Lt mCh) and L. tropica CTN PAC (Lt CTN), and three representative intraclonal 
hybrids (Lt mCh x Lt CTN 1, 2 and 3). D. Agarose gels of the electrophoresis of the PCR 
products obtained after the amplification of the genes encoding fluorescent proteins (mCh 
and CTN) and antibiotic resistance (HYG or PAC) in the parental (P) and three 
representative intraclonal hybrids (H). The arrowheads indicate the 1000 bp band in the 
DNA molecular weight marker (M). 
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Figure 3. Characterization of interspecific hybrids. A, left panel. Representative 
merged images of confocal microscopy and fluorescence emission in the mCh (561 nm) 
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and CTN (488 nm) channels of one hybrid clone obtained after the outcrossing of L. 
donovani mCh HYG x L. major CTN PAC (Ld mCH HYG x Lm CTN PAC. A, right 
panel. Representative merged images of confocal microscopy and fluorescence emission 
in the mCh (561 nm) and iRFP (640 nm) channels of one hybrid clone obtained after the 
outcrossing of L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld mCH HYG x Lt iRFP 
PAC. B, left panel. Growth curves (number of promastigotes in culture during 7 days) of 
the parental strains L. donovani  mCh HYG (Ld mCh) and L. major CTN PAC (Lm CTN) 
and the interspecies hybrids Ld mCh x Lm CTN 1, 2 and 3. B, right panel. Growth curves 
(number of promastigotes in culture during 7 days) of the parental strains L. donovani 
mCh HYG (Ld mCh) and L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP), and the interspecies hybrids 
Ld mCh x Lt iRFP 1 and 2. 

Figure 3 (cont.). Characterization of interspecific hybrids. C, left panel. Agarose 
gels of the electrophoresis of the PCR products obtained after the amplification of the 
genes encoding fluorescent proteins (mCh and CTN) and antibiotic resistance (HYG or 
PAC) in the parental strains (P) and in the three interspecies hybrids (H) obtained after 
the outcrossing of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC. C, right panel. Agarose 
gels of the electrophoresis of the PCR products obtained after the amplification of the 
genes encoding fluorescent proteins (mCh and iRFP) and antibiotic resistance (HYG or 
PAC) in the parental strains (P) and in the two interspecies hybrids (H) resulting from the 
outcrossing of L. donovani  mCh HYG x L. tropica iRFP PAC. The arrowheads indicate 
the 1000 bp band in the DNA molecular weight marker (M). 

177 

Figure 4. Analysis of the ploidy profile. A. Representative chart of flow cytometry 
showing the ploidy of L. tropica mCh HYG (Lt mCh HYG), L. tropica CTN PAC (Lt 
CTN PAC) and one hybrid of the intraclonal crossing (Hybrid 1 Lt x Lt). B. 
Representative chart of flow cytometry showing the ploidy of L. donovani mCh HYG (Ld 
mCh HYG), L. major CTN PAC (Lm CTN PAC) and one hybrid of the interspecies 
crossing (Hybrid 1 Ld x Lm). C. Representative chart of flow cytometry showing the 
ploidy of L. donovani  mCh HYG (Ld mCh HYG), L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP PAC) 
and one hybrid of the interspecies crossing (Hybrid 1 Ld x Lt). L. major Friedlin (ploidy 
= 2n) and L. braziliensis Mb2904 (ploidy = 3n) were used as ploidy controls (2N 
CONTROL and 3N CONTROL, respectively) in order to assess the ploidy of the rest of 
the parasites. 

178 

Figure 5. Characterization of the nuclear inheritance of the interspecies hybrids. A. 
Agarose gels of the SNP-CAPs analysis showing the DNA products after PCR 
amplification and enzymatic digestion of the ten genes present in nine different 
chromosomes. The electrophoretic profile of the parental lines [P (Ld, Lm)] and three 
hybrids [Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of L. donovani mCh HYG x L. 
major CTN PAC is shown in the top panel, whereas the electrophoretic profile of the 
parental lines [P (Ld, Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from the outcrossing 
of L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC is shown in the bottom panel. Note the 
absence of the L. major allele of the gene located on chromosome 1 in hybrid number two 
(indicated with an asterisk). 
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Figure 5 (cont.). Characterization of the nuclear inheritance of the interspecies 
hybrids. B. Agarose gels of the PCR amplification of the A2 gene in the parental lines [P 
(Ld, Lm)] and three hybrids [Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of L. 
donovani  mCh HYG x L. major CTN PAC (top panel), and in the parental lines [P (Ld, 
Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from the outcrossing of L. donovani  mCh 
HYG x L. tropica iRFP PAC (bottom panel). The arrowheads indicate the 1000 bp band 
in the DNA molecular weight marker (M). C. Fluorograms showing the sequence of part 
of the actin gene and some SNPs (marked with an asterisk) in the parental strains L. 
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donovani mCh HYG (Ld), L. major CTN PAC (Lm) and L. tropica iRFP PAC (Lt), and 
one representative hybrid of the outcrossing between L. donovani mCh HYG x L. major 
CTN PAC (Ld x Lm) and L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld x Lt). Note 
the triple nucleotide peaks in the fluorograms of L. donovani x L. tropica hybrid (arrow 
in the SNP located at position 462 in the right panel).  

Figure 6. Characterization of the inheritance of extra chromosome sets in the 
interspecies hybrid clones. A. Agarose gels of the SNP-CAPs analysis showing the DNA 
products after PCR amplification and enzymatic digestion of three loci present in 
chromosomes 2, 22 and 35. The top panel shows the electrophoretic profile of L. donovani 
mCh HYG (Ld), L. major CTN PAC (Lm) and three hybrids (Ld x Lm), and the ratios 
between the intensity of the upper band from the parental L. donovani and the uncut upper 
band from the other parental L. major in the corresponding hybrid clones. Simulated 3n 
were created by mixing parental DNA in 1:1, 1:2 and 2:1 ratio (L. donovani:L. major). 
The bottom panel shows the electrophoretic profile of L. donovani mCh HYG (Ld), L. 
tropica iRFP PAC (Lt) and two hybrids (Ld x Lt), and the ratios between the intensity of 
the upper band from the parental L. donovani and the uncut upper band from the other 
parental L. tropica in the corresponding hybrid clones. Simulated 4n were created by 
mixing parental DNA in 1:1, 1:3 and 3:1 ratio (L. donovani:L. tropica). The arrowhead 
indicates 1000 bp in the DNA molecular weight marker (M). 
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Figure 6 (cont.). Characterization of the inheritance of extra chromosome sets in 
the interspecies hybrid clones. B, C. Statistical representation by k-means analysis in 
SPSS of the extrachromosome inheritance of L. donovani mCh HYG x L. major CTN 
PAC (Ld mCh HYG x Lm CTN PAC) hybrids, which are clustered together with ratio 2:1 
(LdxLm) (B), and L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld mCh HYG x Lt 
iRFP PAC) hybrids, the latter being clustered together with ratio 1:3 (LdxLt) (C). 
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Figure 7. Characterization of the inheritance of kDNA in the interspecies hybrid 
clones. A, B, top panels. Agarose gels of the SNP-CAPs analysis showing the DNA 
products after PCR amplification and enzymatic digestion of Cyb and ND5 genes. The 
electrophoretic profile of the parental lines [P (Ld, Lm)] and three hybrids [Hybrids (1, 2, 
3)] resulting from the outcrossing of L. donovani mCh HYG (Ld) x L. major CTN PAC 
(Lm) (A), or the parental lines [P (Ld, Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from 
the outcrossing L. donovani mCh HYG (Ld) x L. tropica iRFP PAC (Lt) (B), are shown. 
A, B bottom panels. Fluorograms showing the sequence of part of the ND7 and 12 sRNA 
genes with some SNPs, which have been indicated as Ld (L. donovani) and Lm (L. major) 
in the parental strains L. donovani mCh HYG (Ld), L. major CTN PAC (Lm) and in their 
clonal hybrids (LdxLm) 1, 2 and 3 (A), or as Ld (L. donovani) and Lt (L. tropica) in the 
parental strains L. donovani mCh HYG (Ld), L. tropica iRFP PAC (Lt) and in their clonal 
hybrids (LdxLt) 1 and 2 (B). C. Agarose gels showing the band profile after amplification 
of a conserved region (MIN1) or a variable region (MIN2) of minicircles in the parental 
lines [P (Ld, Lm)] and three hybrids [Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of 
L. donovani mCh HYG (Ld) x L. major CTN PAC (Lm) (left panel), or in the parental 
lines [P (Ld, Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from the outcrossing L. 
donovani mCh HYG (Ld) x L. tropica iRFP PAC (Lt) (right panel). The arrowhead 
indicates 1000 bp in the DNA molecular weight marker (M). 
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Figure 8. Infectivity of intraclonal and interspecies hybrids. A. Representative image 
of confocal microscopy of a RAW cell infected with one hybrid of L. donovani mCh HYG 
x L. major CTN PAC. Merge and fluorescent pictures in the mCh (561 nm) and CTN (488 
nm) channels are shown. B. Representative image of BMMs infected with amastigotes of 
one hybrid of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC and stained with Giemsa. 
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Figure 8 (cont.). Infectivity of intraclonal and interspecies hybrids. C. Box plots 
representing the number of amastigotes present within each BMM after in vitro infection 
of either promastigotes or amastigotes of L. tropica mCh HYG (Lt mCh), L. tropica CTN 
PAC (Lt CTN), three intraclonal hybrids L. tropica mCh HYG x L. tropica CTN PAC (Lt 
x Lt 1, 2 and 3), L. donovani mCh HYG (Ld mCh), L. major CTN PAC (Lm CTN) three 
interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC (Ld x Lm 1, 2 and 3), 
L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP), and two interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. 
tropica iRFP PAC (Ld x Lt 1 and 2). D. Bar graphs representing the percentage of infected 
BMMs after in vitro infection of either promastigotes or amastigotes of L. tropica mCh 
HYG (Lt mCh), L. tropica CTN PAC (Lt CTN), three intraclonal hybrids L. tropica mCh 
HYG x L. tropica CTN PAC (Lt x Lt 1, 2 and 3), L. donovani mCh HYG (Ld mCh), L. 
major CTN PAC (Lm CTN) three interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. major 
CTN PAC (Ld x Lm 1, 2 and 3), L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP), and two interspecies 
hybrids L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld x Lt 1 and 2). Differences 
were considered as significant when p<0,05 and in a Kruskal-Wallist test (C) or in a one-
way ANOVA analysis (D) (represented with an asterisk regarding the first parental line 
and with a hash regarding the second parental line).  
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1. AGENTE ETIOLÓGICO. TAXONOMÍA Y BIOLOGÍA DEL PARÁSITO 

1.1. Género Leishmania 

Los protistas kinetoplástidos (Clase Kinetoplastea), entre los que encontramos el género 

Leishmania, pertenecen, junto a las Clases de protistas Euglenoidea, Postgaardea y 

Diplonemea, al Filo Euglenozoa.1 El nombre de la clase Kinetoplastea (orden Kinetoplastida 

en clasificaciones anteriores) se debe al característico kinetoplasto que poseen.2 El 

kinetoplasto es un conjunto de ADN extranuclear situado en el interior de la única 

mitocondria que tienen estas especies y puede presentarse en forma de tres patrones distintos 

dentro de las familias pertenecientes a esta Clase; compactado y situado cerca de la bolsa 

flagelar (eukinetoplasto), disperso alrededor del lumen mitocondrial en grupos separados e 

idénticos (polikinetoplasto) o disperso como una masa difusa e irregular en el interior de la 

mitocondria (pankinetoplasto).2,3 El kinetoplasto contiene miles de anillos de ADN 

entrelazados de dos tipos: maxicírculos y minicircrulos. Los maxicírculos son 

aproximadamente 50 moléculas de ADN conservadas y de mayor tamaño que los 

minicírculos4, contienen genes mitocondriales que codifican para algunas proteínas, dos 

genes de ARN ribosómico, algunos genes con función desconocida y algunas guías de 

ARN.5,6 Por otro lado, los minicírculos, mucho más abundantes que los maxicírculos (5000-

10000 por célula) codifican ARNs guía que participan en la edición de los ARN 

mitocondriales.7 

Dentro de este amplio grupo, los parásitos de importancia médica a destacar son los agentes 

causantes de la enfermedad de Chagas, aquellos responsables de la tripanosomiasis africana 

y los parásitos que provocan los distintos tipos de leishmaniasis. Todos ellos pertenecen a 

los géneros Trypanosoma o Leishmania, clasificados ambos dentro de la familia 

Trypanosomatidae. A su vez, las especies que se encuadran dentro del género Leishmania 

se clasifican en tres subgéneros en función de la localización en la que se desarrollan los 

parásitos en el intestino del vector invertebrado. El subgénero Sauroleishmania incluye 

especies cuyos hospedadores se limitan a reptiles del Viejo Mundo y se desarrollan 

únicamente en el intestino posterior (píloro y recto) del insecto vector (parásitos hipopilares). 

El subgénero Leishmania incluye especies (por ejemplo L. major, L. tropica, L. mexicana o 

el complejo L. infantum) cuyo desarrollo se produce en el intestino medio y el intestino 

anterior (parásitos suprapilares). Los hospedadores de estos parásitos son mamíferos en el 

Viejo y el Nuevo Mundo. Por último, el subgénero Viannia incluye las especies (por ejemplo 

L. braziliensis, L. tarentolae o L. adleri) cuyo desarrollo primero tiene lugar en el intestino 

posterior, antes de migrar hacia el intestino medio y el intestino anterior (parásitos 

peripilares). Sus hospedadores van desde reptiles en el Viejo Mundo hasta mamíferos en el 
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Nuevo Mundo.8–10 Debido a la gran cantidad de especies existentes y las diferencias entre 

ellas, las especies de Leishmania también se diferencian entre aquellas procedentes del Viejo 

Mundo (que incluye África, Asia, Oriente Medio y el sur de Europa) y especies localizadas 

en el Nuevo Mundo (que se refiere a aquellas que encontramos en México, América Central, 

América del Sur y Estados Unidos)11,12 

1.2. Morfología de Leishmania 

Los parásitos pertenecientes al género Leishmania son pleomórficos, con dos tipos celulares 

principales (Figura 1) que son morfológica y fisiológicamente diferentes, aunque comparten 

las características celulares básicas (kinetoplasto anterior al núcleo y flagelo que se extiende 

desde el cuerpo basal).13 La invaginación en la que se sitúa el flagelo constituye en ambas 

formas la bolsa flagelar, estructura importante en estos parásitos por ser el único lugar en el 

que se producen procesos como la endocitosis y la exocitosis, por lo que resulta importante 

en las interacciones hospedador-parásito.13,14 El promastigote es la forma proliferativa, tiene 

una morfología ovoide y alargada, es extracelular, móvil gracias a la presencia de flagelo y 

se localiza en el tracto digestivo de su vector. Por otro lado, el amastigote es la forma 

quiescente, tiene una morfología esférica y es de menor tamaño, es inmóvil (el flagelo apenas 

sobresale de la bolsa flagelar) e intracelular (se localiza en el interior de vacuolas 

parasitóforas en las células del hospedador mamífero, principalmente macrófagos).13,15 

 

 

Figura 1. Representación esquemática mostrando las principales similitudes y diferencias entre la 
forma proliferativa móvil (promastigote) y la forma quiescente inmóvil (amastigote) en 
Leishmania.15 Como puede observarse, aunque la morfología es diferente, la mayor parte de las 
características se conservan en ambas formas, siendo la principal diferencia el flagelo, que además 
de presentar una longitud distinta, tiene una composición, morfología y función diferente.16 
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Aunque las características básicas se mantienen, el promastigote se divide en varios subtipos 

que realizan distintas funciones a lo largo del ciclo de vida del parásito en el vector. Se han 

descrito seis tipos de promastigotes (Figura 2) que se clasifican principalmente por la 

relación anchura/longitud del cuerpo celular del parásito, así como por la relación existente 

entre la longitud del flagelo y la del cuerpo celular13,17,18, estos son: i) promastigote 

procíclico, con una longitud del cuerpo celular que varía entre 6.5 y 11.5 µm y una anchura 

variable, flagelo de menor longitud que el cuerpo celular; ii) promastigote nectomona: 

cuerpo celular de más de 12 µm, la longitud del flagelo y la anchura del cuerpo celular es 

variable; iii) promastigote leptomona, con una longitud del cuerpo celular entre 6.5 y 11.5 

µm y un flagelo de mayor longitud que el cuerpo celular; iv) promastigote haptomona, cuya 

punta del flagelo (de longitud variable) se extiende en forma de disco, con morfología 

variable del cuerpo celular; v) paramastigote, forma rara que presenta el kinetoplasto 

adyacente al núcleo, con flagelo presente de longitud variable17 y vi) promastigote 

metacíclico, con un cuerpo celular menor a 8 µm de longitud y anchura menor de 1 µm, y 

que presenta un flagelo de longitud considerablemente mayor que el cuerpo celular. 
 

 

Figura 2. Dibujo que representa los tipos de promastigotes descritos en el interior del insecto vector, 
de izquierda a derecha: promastigote procíclico, promastigote nectomona, promastigote leptomona, 
promastigote haptomona (*válvula estomodeal), promastigote paramastigote y promastigote 
metacíclico. 

El amastigote presenta una relación superficie-volumen menor en comparación con el 

promastigote, lo que permite que el parásito reduzca el área expuesta al entorno hostil de la 

vacuola parasitófora en la que se encuentra.13 Aunque no se han descrito distintos tipos de 

amastigotes, existen diferencias entre distintas especies de Leishmania en la disposición de 

los amastigotes en las vacuolas parasitóforas, de modo que en especies como L. mexicana o 
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L. amazonensis, los amastigotes se localizan agrupados en una misma vacuola parasitófora. 

En el resto de especies de Leishmania, como por ejemplo L. major o L. donovani, los 

amastigotes se encuentran en vacuolas parasitóforas individuales19,20 (Figura 3). 
 

 

Figura 3.20 Preparaciones teñidas con Giemsa de células derivadas de médula ósea infectadas con L. 
amazonesis (A) y L. donovani (B) mostrando una sola vacuola parasitófora que alberga numerosos 
parásitos (A) o vacuolas parasitóforas individuales (B). Las puntas de flecha señalan los límites de 
las vacuolas parasitóforas.  

1.3. Ciclo biológico de Leishmania 

El ciclo biológico de Leishmania es digenético, es decir, se desarrolla en dos hospedadores 

distintos. Incluye una fase en las hembras del insecto vector (géneros Phlebotomus y 

Lutzomyia)8 y otra en el hospedador mamífero, que incluye el ser humano, cánidos 

domésticos y silvestres, liebres, e incluso gatos o equinos, entre otros.21–23   

De acuerdo con el esquema de la Figura 424, el ciclo biológico de Leishmania comienza con 

la ingestión de sangre infectada con Leishmania por parte de una hembra flebotomina (1, en 

amarillo). Al ingerir el alimento, el insecto regurgita parte de su sangre, inoculando los 

promastigotes metacíclicos (con capacidad infectiva) (2) que son fagocitados por 

macrófagos y neutrófilos en el lugar de la picadura (3). Los neutrófilos son las células que 

llegan en primer lugar y podrían actuar como un caballo de Troya en la infección de 

Leishmania, ocultando el parásito al sistema inmune del hospedador y facilitando la 

infección de los macrófagos cuando fagocitan neutrófilos apoptóticos infectados25–28, 

aunque se piensa que esto puede variar en función de la especie de Leishmania, de modo que 

algunas especies pueden ser capaces de modular de forma más efectiva la apoptosis de los 

neutrófilos.29 En el interior del fagolisosoma del macrófago, los promastigotes se 

transforman en amastigotes infectivos (4) gracias al ambiente ácido y al aumento de 

temperatura.15,30 Los amastigotes se dividen en el interior de los macrófagos por fisión 

binaria (5) de modo que finalmente la célula que los contiene se lisa, liberando los 

amastigotes y permitiendo que éstos infecten las células de alrededor (6). Es posible que la 

A B 
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función principal del flagelo en los amastigotes sea sensorial, ya que su estructura recuerda 

en gran medida a los cilios primarios de los mamíferos.16 De este modo, el flagelo en los 

amastigotes no sería un orgánulo residual, si no que tendría funciones como la detección de 

la capacidad de supervivencia del macrófago en el que se encuentra, dividiéndose en caso 

de detectar que el macrófago se mantiene funcional e inhibiendo su división en caso de que 

el macrófago fuese a morir y liberar los amastigotes que contiene.13,16 

Si los mecanismos de defensa inmune del hospedador no terminan con el parásito, los 

amastigotes infectivos colonizan diversos órganos en la leishmaniasis visceral (7) 

principalmente hígado y bazo31,32, lugares en los que el parásito se replica y establece la 

infección (8). En el caso de las especies causantes de la leishmaniasis cutánea, es en el propio 

lugar de la picadura donde se establece la infección, generando una respuesta inflamatoria 

que da lugar a las manifestaciones cutáneas típicas de estas especies.28 El ciclo continúa en 

el vector cuando una hembra flebotomina acude a ingerir sangre del mamífero infectado (9), 

recogiendo células infectadas con amastigotes de Leishmania o bien parásitos libres junto a 

la sangre que le sirve de alimento. En el interior del intestino posterior del insecto (10) los 

amastigotes se transforman en promastigotes procíclicos (11) al disminuir la temperatura y 

aumentar el pH.8,13 Estos promastigotes se dividen activamente y se transforman en 

promastigotes nectomonas, los cuales migran (12) hacia el intestino medio anterior (válvula 

estomodal) del insecto, donde se transforman en promastigotes leptomonas (13).18,33 Los 

promastigotes leptomonas se dividen en una segunda fase de crecimiento y posteriormente 

se transforman en promastigotes metacíclicos mediante el proceso de diferenciación 

denominado metaciclogénesis (14), situándose cerca de la probóscide de la mosca a la espera 

de una nueva ingesta de sangre, que en el proceso los regurgitará para una nueva infección 

de otro hospedador.24 Los promastigotes metacíclicos no regurgitados en el proceso sufren 

una rediferenciación, transformándose en promastigotes retroleptomonas mediante un 

proceso denominado retrometaciclogénesis.34 Los retroleptomonas se replicarán en el 

interior del vector dando lugar a un aumento del número de promastigotes haptomonas 

adheridos al intestino medio anterior del flebotomo (14). Esto tendrá como consecuencia el 

aumento de la población de promastigotes metacíclicos en una nueva etapa de 

diferenciación. De este modo, las sucesivas ingestas de sangre por parte de hembras 

flebotominas producen un aumento de la capacidad infectiva de Leishmania.24,34 



Introducción general  

8 
 

 

Figura 4. Representación del ciclo de vida de Leishmania, incluyendo las fases intermedias en el 
hospedador invertebrado y en el hospedador mamífero.24 Los procesos indicados mediante la 
numeración se explican en el texto anterior a esta figura. 

1.4. Vectores 

Los flebotomíneos son pequeños dípteros hematófagos que pertenecen a la familia 

Psychodidae y actúan como transmisores o vectores de parásitos del género Leishmania y 

también de bacterias del género Bartonella e incluso de algunos virus.12,35 Los miembros de 

esta familia predominan en regiones tropicales y subtropicales y se clasifican en 6 géneros, 

de los cuales los más importantes en la transmisión de Leishmania son los géneros 

Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo.10 Un aspecto interesante 

es que los vectores se consideran permisivos o específicos en función de si muestran 

especificidad por algunas especies de Leishmania o si por el contrario toleran el desarrollo 

de cualquier especie de Leishmania en su interior. Esta diferencia se debe a que en la fijación 

al intestino en los vectores específicos (P. duboscqi, P. sergenti y P. papatasi) interviene la 

molécula de lipofosfoglicano (LPG) mientras que en las especies catalogadas como 

permisivas, por ejemplo L. longipalpis, el LPG no es necesario.8,35,36 El alimento principal 

de los machos y las hembras de estos vectores son azúcares y jugos de plantas, sin embargo, 

las hembras se alimentan también de sangre, especialmente por la noche, y son las que 

transmiten los parásitos entre reservorios y hospedadores.37,38 
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2.  LEISHMANIASIS. EPIDEMIOLOGÍA Y MANIFESTACIONES 
CLÍNICAS. 

El género Leishmania agrupa unas 22 especies patógenas para el ser humano12 que provocan 

un conjunto de enfermedades denominadas leishmaniasis. Se trata de una de las 

enfermedades clasificadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como 

enfermedad tropical desatendida (NTD por sus siglas en inglés- Neglected Tropical 

Disease). Actualmente, 350 millones de personas están en riesgo de contraer la enfermedad 

en todo el mundo y se registran entre 20,000 y 30,000 muertes al año.12 La leishmaniasis se 

presenta como un conjunto de enfermedades que pueden clasificarse, en función de las 

manifestaciones clínicas, en leishmaniasis cutánea (LC) y leishmaniasis visceral (LV). 

Dentro de las LCs, podemos diferenciar la leishmaniasis cutánea localizada (LCL), la 

leishmaniasis cutánea difusa (LCD), la leishmaniasis mucocutánea (LMC) y la leishmaniasis 

dérmica post kala-azar (LDPK).39 La leishmaniasis está presente en los cinco continentes, 

102 países son endémicos de la enfermedad y 350 millones de personas están en riesgo de 

adquirir la infección. La leishmaniasis en sus distintas formas clínicas es responsable de 2,35 

millones de años de vida perdidos ajustados por discapacidad (AVAD).40 

Actualmente se producen entre 600,000 y 1 millón de nuevos casos de LC cada año. El 75% 

de los nuevos casos de LC se detectan en 5 países (Figura 5): Afganistán, Brasil, Irán, Irak 

y Siria. Los países con mayor número de casos de LMC son Bolivia, Brasil y Perú. 
 

 

Figura 5. Distribución geográfica de los países que más casos de  LC reportaron a la OMS durante 
el año 2019. Modificado a partir del mapa original de la OMS.  



Introducción general  

10 
 

Por otro lado, los casos de LV han descendido en los últimos años, desde 200,000 a 400,000 

nuevos casos estimados en 201241 hasta los 50,000 a 90,000 casos estimados en 2019.11,12 

India, Nepal y Bangladesh solían tener el 50% de la carga mundial de LV y en 2005 se 

comprometieron a eliminar esta enfermedad como problema de salud pública, de modo que 

esto ha podido contribuir a la disminución mundial de LV.42,43 El 90% de los casos de LV 

(Figura 6) se concentran actualmente en Brasil, India, Sudán, Sudán del Sur, Etiopía y 

Kenia.12,40 
 

 

Figura 6. Distribución geográfica de los países que más casos de LV reportaron a la OMS durante 
el año 2019. Modificado a partir del mapa original de la OMS. 

Entre los factores de riesgo de la leishmaniasis destacan factores como la pobreza, las 

migraciones, el estado inmunitario de la población de los países endémicos, la falta de 

higiene y la malnutrición, así como vivir en contacto estrecho con reservorios y vectores.12,41 

El limitado acceso a una asistencia sanitaria de calidad puede complicar el proceso y 

empeorar el pronóstico.44 

2.1. Leishmaniasis cutánea 

Las principales especies responsables de la LC son L. tropica, L. major y L. aethiopica en 

África, Asia y Europa y las especies que forman parte de los complejos L. mexicana, L. 

amazonensis y L. braziliensis en el continente americano.39 Las especies típicas del Viejo 

Mundo causan una patología que se caracteriza por un desarrollo más rápido de los síntomas, 

así como por la presencia de úlceras húmedas, de mayor tamaño, con mayor grado de 

afectación del tejido conectivo y que muestran un tiempo de ulceración mayor.45 Además de 
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estas especies, se han descrito algunos casos de LC provocadas por cepas de L. infantum e 

incluso de L. donovani.46,47 

En el tipo más frecuente de LC, la LCL, el parásito provoca una reacción inflamatoria local 

que recluta células al lugar de la picadura, principalmente neutrófilos, macrófagos y otros 

fagocitos.28 En una primera fase no se observan cambios en la epidermis, debido a que la 

enfermedad pasa por una etapa silenciosa en la que el parásito se divide sin ser detectado, 

fase que puede durar desde semanas a meses.39,48 Posteriormente, la activación de los 

macrófagos provoca la liberación de factores proinflamatorios como IFN-ɤ, facilitando la 

aparición de edema local debido a la acumulación de células y fluidos en el lugar de la 

infección, lo que da lugar a una mácula en el lugar de la picadura, que evoluciona a pápula 

y finalmente desarrolla un nódulo. El nódulo va creciendo y termina produciéndose necrosis 

y ulceración12,44, es decir, la ulceración podría ser más una respuesta inmunitaria que un daño 

provocado por el propio parásito.39,48 En función de la especie de Leishmania y de la 

respuesta inmune del hospedador, las lesiones evolucionan hacia nódulos eritematosos, 

placas induradas, placas escamosas o úlceras44, (Figura 7) además, pueden aparecer lesiones 

satélite alrededor de la lesión principal y los ganglios linfáticos cercanos que drenan la 

infección pueden encontrarse agrandados.39,49 La cicatrización se produce una vez que el 

parásito ha sido eliminado, bien por la acción del sistema inmune, bien gracias a la 

quimioterapia, de forma que la producción de colágeno y metaloproteasas permite la 

regeneración del tejido dañado, formándose finalmente cicatrices maduras.10,12 
 

 

Figura 7. Serie de fotografías mostrando diversas manifestaciones cutáneas de LC. A10. Úlcera 
temprana. B10. Úlcera con bordes elevados. C10. Cicatriz atrófica en antebrazo. D11. Úlcera debida a 
L. panamensis. E11. Pequeñas lesiones satélite alrededor de una úlcera principal. F10. Lesiones típicas 
de LCD. 

Las manifestaciones clínicas que afectan a la mucosa (leishmaniasis mucocutánea) pueden 

aparecer si la especie que causa la LC es L. braziliensis y en menor medida L. amazonensis, 

L. guyanensis o L. panamensis,  incluso en raras ocasiones puede derivarse de la infección 

por L. major.50 El desarrollo del proceso inflamatorio es similar, pero las lesiones pueden 

curar de forma espontánea para reaparecer en los tejidos mucosos formando lesiones 

A B C D E F 
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crónicas destructivas (Figura 8).51 Estas lesiones contienen una carga parasitaria baja, y se 

detectan niveles elevados de TNF-α y moléculas proinflamatorias, lo que sugiere de nuevo 

que el sistema inmune sería el principal responsable del daño tisular.39,52 
 

 

Figura 8. Ejemplos de lesiones típicas de LMC. A53. Paciente de 8 años diagnosticado de 
leishmaniasis tegumentaria africana con lesión pruriginosa en el labio superior. B50. Lesiones 
mucocutáneas en la cara de un paciente que presenta una manifestación atípica de LMC causada por 
L. major. C54. Lesión de la mucosa con perforación del tabique nasal e hinchazón del labio superior 
en un paciente infectado con L. braziliensis. 

Aunque la LC no es una enfermedad mortal para el ser humano, no han dejado de aumentar 

las consecuencias derivadas de su padecimiento. Por un lado las cicatrices y lesiones 

provocan estigma en muchos países endémicos de leishmaniasis, y por otro lado, las 

discapacidades a las que pueden enfrentase los afectados son elevadas.44,55 En el caso de la 

LMC las lesiones en los tejidos de la mucosa pueden causar graves desfiguraciones y llegar 

a ser mortales si no se tratan.51 Sin tratamiento, las tasas de curación de las LCs simples 

varían en función de la especie, desde un 44-72% en las infecciones por L. mexicana hasta 

tan solo 6,2-20% en las leishmaniasis provocadas por L. braziliensis.56 

2.2. Leishmaniasis visceral 

La LV, también conocida como kala-azar, es la forma más severa de leishmaniasis. Las 

especies que la causan más frecuentemente son L. infantum y L. donovani, aunque es posible 

que algunas especies que causan LC visceralicen, especialmente en pacientes con el sistema 

inmune comprometido.57 Los síntomas incluyen pérdida de peso, fiebre crónica, 

linfadenopatía, pancitopenia, atrofia muscular y hepatoesplenomegalia, pudiendo palpar el 

hígado y el bazo en el abdomen agrandado que presentan los pacientes (Figura 9A, 9B).57,58 

Es una enfermedad cuya mortalidad es muy elevada sin tratamiento.32 

A B C 
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Figura 9. A59. Paciente de 5 años que muestra abultada hepatoesplenomegalia. B60. Paciente de 5 
años que presentaba hepatoesplenomegalia y que fue diagnosticado de coinfección de LV y malaria. 
C61. Pápulas hipopigmentadas en la espalda de un paciente de 50 años que sufre PKDL. 

En la LV, los órganos principalmente afectados son bazo, hígado, médula ósea y timo.31,32 

El desarrollo de la infección tiene lugar en dos etapas principales y se caracteriza por 

desencadenar una respuesta inmune específica de órgano62; en un primer lugar, los parásitos 

colonizan las células del hígado en una fase temprana y aguda de la infección, resolviéndose 

en pocas semanas sin apenas daño tisular y con capacidad para evitar la reinfección. Por el 

contrario, la segunda etapa de la infección es la fase crónica, en la cual el bazo se convierte 

en el lugar de persistencia permanente de los parásitos, ya que en este caso la respuesta Th1 

es menor y no se elimina la infección.32,57 Una complicación posterior al tratamiento con 

éxito de la LV con antimoniales es la aparición mucho tiempo después de LDPK, 

caracterizada por erupciones cutáneas crónicas (Figura 9C). Entre el 25 y el 50% de los 

pacientes de Sudán desarrollan LDPK después de un tratamiento de LV.63 

También cabe destacar aquí la co-morbilidad entre la leishmaniasis, especialmente la LV, y 

el SIDA. La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) continúa siendo 

un problema de salud pública a nivel mundial, ya que según datos de la OMS se estima que 

a finales de 2019, 38 millones de personas estaban infectadas con VIH, además de producirse 

cada año 2 millones de nuevas infecciones.64 La co-infección de ambos patógenos suele tener 

como consecuencia una mayor dispersión del parásito por todo el cuerpo, el agravamiento 

de los síntomas y una mayor probabilidad de fracaso terapéutico.65–67 

2.3. Leishmaniasis en España 

Como ocurre en la mayor parte de los países de la Europa Mediterránea, España es un país 

endémico de leishmaniasis, y se considera una enfermedad emergente en la Cuenca 

Mediterránea.68 En España, la leishmaniasis autóctona está causada por L. infantum, y 

aunque la incidencia de la leishmaniasis canina (LCan) es elevada, la incidencia de la 

leishmaniasis humana es baja.69 Sin embargo, el número de casos está infravalorado debido 
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a la levedad de los síntomas, que conlleva a infradiagnóstico y a falta de declaración de los 

casos. En un estudio reciente detectaron que entre el 49.4% y el 65.8% de los casos de 

leishmaniasis en la provincia de Granada entre los años 2003 y 2016 no se habían 

diagnosticado correctamente.69 

Uno de los factores de riesgo que puede influir en el aumento de los casos de leishmaniasis 

es la aparición de nuevos reservorios, principalmente animales silvestres, que pueden jugar 

un papel importante en los brotes de leishmaniasis, como el que se produjo en la Comunidad 

de Madrid durante los años 2010 y 2011.21,70 Recientemente se ha llevado a cabo un estudio 

de la presencia de L. infantum en ratas de alcantarilla de la ciudad de Barcelona, dando como 

resultado una prevalencia de 33.33%. Esto indica que existen otros potenciales reservorios 

distintos a los más reconocidos.71  

 

3. TRATAMIENTO Y PREVENCIÓN DE LA LEISHMANIASIS 
 

3.1. Control de la enfermedad. Control de reservorios y vectores 

Las estrategias de control de la enfermedad deben incluir estrategias de intervención distintas 

debido a la complejidad del ciclo biológico de Leishmania. La leishmaniasis puede 

transmitirse entre humanos (leishmaniasis antroponótica) o de animales a humanos 

(leishmaniasis zoonótica) mediante los vectores72, por lo tanto, esta enfermedad puede 

prevenirse controlando el vector (reducción del número de moscas de la arena infectadas) o 

mediante el control de los reservorios (reduciendo los reservorios animales de Leishmania 

en zonas donde la transmisión de la enfermedad es principalmente zoonótica).38 Entre los 

problemas que dificultan el control de la enfermedad se puede destacar el desconocimiento 

sobre los lugares de reposo y cría de las moscas de la arena73,74, los casos asintomáticos de 

la enfermedad, la LDPK como reservorio potencial de Leishmania o la co-infección VIH-

LV.75–77 Para el control de los vectores transmisores de la enfermedad se han empleado 

distintas estrategias. Una de las medidas principales ha sido la utilización de insecticidas, ya 

que los flebotomos son bastante sensibles a ellos - a excepción de cierta resistencia al 

diclorodifeniltricloroetano (DDT) -.38,78 Estos insecticidas pueden utilizarse en viviendas y 

refugios de animales, en mosquiteras impregnadas, utilizando collares impregnados para 

perros y en forma de protección personal con repelentes73,74 Los programas de fumigación, 

aunque efectivos, pueden derivar en  problemas secundarios sobre la salud de las personas y 

efectos perjudiciales sobre el medio ambiente, coste elevado y problemas logísticos 

asociados, lo que compromete la sostenibilidad de esta intervención a largo plazo en los 

países endémicos de leishmaniasis.79,80 También se ha estudiado la utilización de cebos de 

azúcar tóxicos atractivos (ATSB por sus siglas en inglés – Attractive targeted sugar baits) – 
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mezcla de pesticidas orales con azúcar, zumo de frutas y ácido bórico81- que han demostrado 

tener éxito en regiones de África, Oriente Medio, América e Irán.74,82,83 Es necesario el 

conocimiento de la biología de estos vectores (horas de actividad, estacionalidad, 

elaboración de mapas de riesgo y distribución geográfica y ambiental, estudio de las fuentes 

de alimento y su relación con potenciales reservorios, etc.73 La OMS busca promover la 

gestión integrada de los vectores, dirigiendo los recursos disponibles a más de una 

enfermedad, optimizando las estrategias y aumentando la sostenibilidad de estos programas 

de prevención.79,84 

Respecto a los métodos más utilizados para controlar los reservorios, es importante estudiar 

el papel que desempeñan otras especies además del perro en la transmisión del parásito, 

como por ejemplo roedores, controlados mediante cebos envenenados o mediante la 

eliminación de las plantas que les sirven de alimento o la destrucción de madrigueras.37,38 

Los perros son un importante reservorio en muchos países endémicos 85, por lo que han sido 

objetivo en la prevención de la enfermedad. Entre las estrategias utilizadas se encuentran la 

vacuna canina de la leishmaniasis, el sacrificio de perros positivos a la infección, la 

utilización de collares insecticidas y la quimioterapia de los perros con dueño, aunque ésta 

presenta una elevada tasa de fracaso.38,86 Pese a que el sacrificio de perros sigue siendo una 

práctica extendida en zonas rurales de China, países del norte de África y algunas regiones 

de Oriente Medio41,85 no parece ser una medida eficaz a largo plazo debido a entre otras 

causas, el rápido reemplazo de los perros sacrificados por otros perros susceptibles en poco 

tiempo.85–87 Resulta más efectivo la vacunación de los mismos, ya que los perros vacunados 

no son reemplazados por nuevos cánidos infectados, el uso de collares con insecticida o la 

aplicación de insecticidas tópicos mensualmente, sin embargo, el coste y la logística son un 

problema en los países más pobres.85,86 

3.2. Vacunas 

La estrategia de vacunación es el método más económico para la prevención de las 

enfermedades infecciosas, protegiendo contra la enfermedad a largo plazo y reduciendo la 

transmisión88, sin embargo, aunque se han diseñado varias vacunas frente a la infección por 

Leishmania, ninguna de ellas ha mostrado una eficacia notable y han fracasado88, aunque el 

desarrollo de vacunas para perros (Leishmune®, CaniLeish®), que han mostrado una 

respuesta de tipo Th1 efectiva durante un año, demuestra que es posible el desarrollo de algo 

semejante en humanos.85,89 En la leishmaniasis, interesa polarizar la respuesta inmune hacia 

el tipo Th1 (células T-helper 1), que se acompaña de la producción de IFN-γ, TNF-α, IL-2 e 

IL-12 y protege al animal de la infección mediante la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROs por sus siglas en inglés – Reactive oxygen species) y óxido nítrico por los 

macrófagos infectados.88,90,91 En el otro extremo se encuentra la respuesta inmune de tipo 
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Th2, que permite la persistencia de la infección mediante la producción de IL-4, IL-5, IL-

10, IL-13 y TGF-β.89,92,93 Se han estudiado numerosos antígenos de Leishmania como 

candidatos para controlar la infección, dando lugar a vacunas de primera generación 

(vacunas con parásitos vivos atenuados o muertos), de segunda generación (proteínas 

recombinantes de Leishmania) y de tercera generación (vacunas de ADN codificantes de 

proteínas de Leishmania).88,89 Otra de las aproximaciones estudiada es la utilización de 

inmunomoduladores.93–95 Las vacunas de primera generación tienen la ventaja de su bajo 

coste, lo que permite su producción en países en desarrollo, sin embargo, las diferencias en 

la respuesta inmunitaria y los obstáculos para su registro y estandarización, así como los 

riesgos, han hecho que ninguna llegue a comercializarse.88,96 Las vacunas de segunda 

generación incluyen vacunas con parásitos que carecen de genes esenciales (timidilato 

sintasa, cisteína, transportador de biopterina, etc) y que pueden generar una respuesta inmune 

con una infección inactiva, de modo que la enfermedad no progresa. También puede 

utilizarse como vehículo de transporte bacterias o virus recombinantes que expresan 

antígenos de Leishmania, de modo que estos vehículos actuarían también como adyuvantes. 

Dentro de este tipo de vacunas también se destacan las que utilizan proteínas recombinantes, 

sin embargo, pocas han podido llegar a estudios preclínicos en humanos.88 Por último, las 

vacunas de tercera generación son vacunas de ADN, que son más estables que las vacunas 

basadas en proteínas recombinantes, el coste de producción es menor y se pueden combinar 

distintos genes en la misma vacuna.97,98 En algunos estudios ya se ha logrado una respuesta 

inmune adecuada frente a infecciones de L. infantum y L. donovani.99  

Tabla 1. Vacunas que han llegado a ensayos clínicos.100 

Nombre y referencia Clasificación Fase I Fase II Fase III 

Leishvaccine101 Primera generación   X 

ALMՔ102 Primera generación  X  

Leishmune103 Primera generación   X 

CaniLeish104 Primera generación   X 

GALMα105 Primera generación  X  

LEISH-F1106 Segunda generación X   

LEISH-F2107 Segunda generación  X  

LEISH-F3108 Segunda generación X   

Leish-Tec109 Segunda generación   X 

SMTγ + NHµ110 Segunda generación X   

ChAd63-KH99 Tercera generación  X  
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3.3. Tratamientos 
 

Debido a la falta de una falta de vacuna eficaz, el principal método utilizado para combatir 

la leishmaniasis ha sido y sigue siendo la quimioterapia111 (Figura 10).  

 

Figura 10. Estructuras químicas de las moléculas más utilizadas en el tratamiento de la 
leishmaniasis.111 

Los antimoniales pentavalentes (Sbv) (Glucantime®, Pentostam®) son derivados 

organometálicos del SbV que se llevan utilizando como fármacos de primera línea desde hace 

7 décadas, en forma de antimoniato de meglumina (MA) y estibogluconato de sodio (SSG). 

Su mecanismo de acción se basa en la interacción con biomoléculas que contienen ligandos 

de nitrógeno y de tipo sulfhidrilo (péptidos, proteínas, enzimas…) previa reducción de Sbv 

para dar lugar a SbIII, por lo que se les considera profármacos.112 Es el único tratamiento que 

presenta tasas de éxito elevadas para todas las formas clínicas de leishmaniasis, aunque su 

uso excesivo ha dado lugar a la aparición de resistencias.10,113 Pese a su eficacia, se trata de 

fármacos que se administran de forma parenteral y con una elevada toxicidad, provocando 

numerosos efectos secundarios como irritación local, alteraciones cardiacas y hepáticas, 

anorexia, náuseas, vómitos, mialgia o artralgia114,115, lo que disminuye la adherencia al 

tratamiento.95 El riesgo de cardiotoxicidad impide su administración en pacientes mayores 

de 45 años y menores de 15.116–118 En pacientes coinfectados con VIH los efectos 
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secundarios son más frecuentes y graves y la tasa de éxito es menor, además de presentar 

mayor riesgo de recidiva y  mayor mortalidad durante el tratamiento.65,119 Frente a la LC, se 

utilizan de forma local mediante infiltración intralesional, aunque la respuesta es variada en 

función de la especie causante de la enfermedad. Por ejemplo, se utiliza como tratamiento 

de primera línea frente a L. major, L. tropica y L. panamensis10,120 y también han mostrado 

eficacia en ensayos de fase II frente a especies del Nuevo Mundo.121 En los casos de LMC 

se administran de forma sistémica115 obteniendo tasas de éxito del 75% en las formas leves 

o moderadas y menor en las formas más graves, frente a las que se utiliza la anfotericina B 

como fármaco de rescate.10,122  

La anfotericina B desoxicolato es un antifúngico de amplio espectro disponible desde 1960 

para el tratamiento de infecciones fúngicas sistémicas graves.123 Se trata de una molécula 

anfipática formada por un anillo de lactona macrólido de 37 átomos de carbono123 (Figura 

10) que pasó a ser el tratamiento de segunda línea frente a la leishmaniasis, llegando a ser el 

tratamiento de elección en algunas zonas debido al aumento de cepas resistentes a los Sbv 

10,95,124. El mecanismo de acción consiste en su unión selectiva a los esteroles de la membrana 

plasmática del parásito, principalmente al ergosterol, creando canales iónicos que aumentan 

la permeabilidad. Esto altera el equilibrio osmótico del parásito produciendo radicales libres 

que llevan a la muerte celular.115,125,126 A pesar de su eficacia y rapidez de curación10, la 

anfotericina B presenta algunos inconvenientes, como administración endovenosa11, efectos 

secundarios indeseados como fiebre, miocarditis y nefrotoxicidad127 o la aparición de cepas 

resistentes.128 La anfotericina B tiene una versión liposomal, AmBisome®.95 Es un 

tratamiento caro pero eficaz, y en general es el tratamiento de elección en mujeres 

embarazadas, en pacientes coinfectados con VIH y en otros pacientes 

inmunocomprometidos.10,65,114 También se utiliza en países en los que la primera línea de 

tratamiento presenta menores tasas de éxito, como en Nepal, en el que se recomienda 

AmBisome®  tras el aumento del fracaso de los Sbv.129 Aunque logra reducir los efectos 

secundarios del fármaco, su utilización es complicada en los países empobrecidos debido a 

su precio elevado.95  

La miltefosina (Impavido®) es un fármaco antineoplásico descubierto en los años 80. Se trata 

del único fármaco que se administra de forma oral frente a la leishmaniasis.114,130 

Estructuralmente la miltefosina es un fosfolípido alquilo cuyos mecanismos de acción 

incluyen la alteración de la síntesis de fosfatidilcolina, la inhibición de la citocromo c oxidasa 

(disminuyendo el oxígeno y el ATP disponible para el parásito), la producción de una muerte 

similar a la apoptosis o la inducción de una respuesta inmune de tipo Th1131–134 (Figura 11). 

Se trata de una molécula con una elevada vida media y que se acumula durante la 

administración.135 Entre los inconvenientes encontramos el aumento de cepas resistentes y 
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la  duplicación de la tasa de recaídas debido al aumento de su uso136–138, además, su 

administración tiene efectos secundarios como dolor de cabeza, alteraciones 

gastrointestinales, hepatotoxicidad y sobre todo teratogénesis, por lo que se recomienda la 

interrupción de su uso en mujeres gestantes o que prevean la posibilidad de  quedarse 

embarazadas durante el tratamiento.114,139 La tasa de éxito varía en función de la especie que 

causa la leishmaniasis, recomendándose en Colombia para el tratamiento de la LC causada 

por L. panamensis, pero no frente a la LC provocada por L. braziliensis en Guatemala, 

mientras que sí recomienda frente a la misma especie en Bahía, Brasil.95,130 Actualmente, en 

la India y en otras zonas geográficas solamente se recomienda en combinación con otros 

fármacos por haber disminuido su eficacia en monoterapia.137,140 

 

Figura 11.131 Mecanismos de acción de la miltefosina en Leishmania. Entre los mecanismos de 
acción que han sido descritos para explicar la toxicidad de la miltefosina en protozoos 
como Leishmania se encuentran la alteración del metabolismo lipídico del parásito, la inducción de 
una muerte similar a la apoptosis debido a la producción de ROs, disfunción mitocondrial, efectos 
inmunomoduladores produciendo un balance de la respuesta inmune hacia el tipo Th1, entre otros. 

La paromomicina es un antibiótico aminoglucósido de amplio espectro que se utiliza frente 

a bacterias y otras enfermedades causadas por protozoos, como giardasis y amebiasis y que 

comenzó a utilizarse en los años 60 como tratamiento frente a la leishmaniasis.140,141 Su 

mecanismo de acción se basa en la inhibición de la función mitocondrial y la interferencia 
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en la síntesis proteica.95,126,141 En monoterapia existe riesgo de aparición de resistencias140 y 

diferencias en cuanto a la eficacia en distintas regiones, mostrando tasas de éxito elevadas 

en India pero eficacia limitada en África Oriental.142,143 Su eficacia frente a la LC también 

depende de la especie que cause la enfermedad.95 

La pentamidina es una diamina aromática que se ha utilizado frente a otros protozoos.144 Su 

mecanismo de acción es difuso e incluye la inhibición de la síntesis y el transporte de 

poliaminas del parásito y la interacción con su ADN.145,146 En el caso de Leishmania se había 

abandonado casi por completo su uso debido al riesgo de aparición de resistencias y a los 

efectos secundarios graves que provocaba10,95,114, sin embargo, recientemente se ha 

recomendado en pacientes coinfectados con VIH cuyo recuento de celulas CD4 sea de menos 

de 200 CD4/µl147, y es útil como tratamiento de la LCD.10 

Otro tipo de fármacos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis son los antifúngicos 

azólicos, que se han empleado principalmente en el tratamiento de la LC95, siendo los más 

comunes el fluconazol, ketoconazol e intraconazol.148,149 Su mecanismo de acción se basa 

en la inhibición del lanosterol, intermediario en la síntesis de ergosterol del parásito.148 Las 

tasas de eficacia de estos compuestos son variables, de modo que aunque algunos estudios 

muestran tasas de éxito elevadas, otros han llegado a la conclusión de que en monoterapia 

no son muy eficaces150,151 y por ello deben administrarse en combinación con otros fármacos 

como miltefosina.152,153 Tienen riesgo de aparición de resistencias y efectos secundarios 

como hepatotoxicidad y cardiotoxicidad.95,154,155 

El tratamiento a escoger depende de las recomendaciones en las distintas zonas geográficas 

en las que la leishmaniasis es endémica, que se determinan en función de las tasas de éxito 

y las cepas resistentes detectadas. Además, el estado inmunitario del enfermo puede también 

condicionar el tipo de tratamiento a elegir.57,115 En el tratamiento de la LV esto ha llevado a 

utilizar en ocasiones combinaciones de fármacos que buscan disminuir el tiempo de 

tratamiento necesario, reducir los efectos secundarios (facilitando la adherencia) y disminuir 

el riesgo de aparición de cepas resistentes.115,156 El fármaco más utilizado en combinación 

es la paromomicina, que se utiliza en África junto al SSG, reduciendo el tratamiento de 30 a 

17 días157 o en combinación con miltefosina, evitando la aparición de resistencias a la 

paromomicina.158 

En el tratamiento de la LC, la elección de administrar fármacos de forma local o sistémica 

varía en función de la especie causante de la enfermedad, las características de las lesiones 

y el riesgo existente de evolución a LMC159,160, de este modo, el tratamiento sistémico se 

utiliza en los casos de LC compleja (lesiones en dedos de las manos o pies o en los genitales, 

lesiones de tamaño de más de 5 cm, presencia de manifestaciones cutáneas en la cara o 
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duración de la enfermedad superior a 6 meses) y también en casos de LCD, pacientes 

inmunocomprometidos o infección con especies que pueden cursar con LMC.160,161 En el 

tratamiento de la LC también se ha empleado la combinación de fármacos con tratamientos 

físicos, como la combinación de termoterapia y miltefosina.162 La termoterapia consiste en 

la aplicación de calor externo en las zonas afectadas provocando la muerte del parásito.163,164  

Los tratamientos físicos se utilizan a menudo en el tratamiento de la LC y además de la 

termoterapia se utilizan otros como la fototerapia, la electroterapia, la terapia láser o la 

crioterapia.95,165,166  

Por todo lo descrito anteriormente, resulta de vital importancia el desarrollo de nuevas 

estrategias para el tratamiento de la leishmaniasis por las importantes limitaciones de los 

tratamientos utilizados actualmente: numerosos efectos secundarios, cepas resistentes y 

riesgo de aparición de nuevas resistencias, bajas tasas de éxito en algunas zonas geográficas 

o en función de la especie de Leishmania, menor eficacia en personas coinfectadas con VIH, 

etc. A todo esto se suma la escasa inversión para el desarrollo de nuevos fármacos que buscan 

acabar con enfermedades tropicales desatendidas y olvidadas.95,167 Entre las estrategias que 

actualmente buscan soluciones a esta problemática podemos destacar la investigación de 

inmunomoduladores, el reposicionamiento de fármacos, la búsqueda de nuevas dianas de 

intervención o la nanotecnología, que busca dirigir los fármacos y con ello mejorar algunas 

de sus propiedades, entre otras aproximaciones. 

Los inmunomoduladores son una de las líneas de investigación en el desarrollo de nuevos 

tratamientos debido a que los parásitos de Leishmania son capaces de confundir al sistema 

inmune y manipularlo, por lo que el restablecimiento de las funciones normales del sistema 

inmune debería funcionar como tratamiento frente a Leishmania. Se ha probado la 

combinación de tratamientos con IFN-γ, citoquina que induce al macrófago a eliminar los 

parásitos de Leishmania.168 Una de las estrategias de inmunomodulación más utilizada es el 

desarrollo de vacunas terapéuticas, es decir, vacunas utilizadas como tratamiento en 

pacientes infectados94,95, y algunos de estos estudios han mostrado resultados 

prometedores.169,170 El reposicionamiento de fármacos es una estrategia que busca identificar 

nuevos usos a los fármacos que ya existen. El descubrimiento de nuevos fármacos es un 

proceso largo y costoso,  que dura entre 10 y 17 años y que requiere de inversiones 

millonarias, mientras la tasa de éxito es limitada.171 Utilizando el reposicionamiento de 

fármacos se consigue acortar el tiempo necesario para que el tratamiento pueda llegar al 

mercado (Figura 12), se reduce el riesgo de fracaso del fármaco, disminuyen los costes y 

aumentan las posibilidades de identificar nuevas dianas.172,173 Además, es una estrategia 

interesante en este tipo de enfermedades, en las cuales la inversión para el descubrimiento 

de nuevos fármacos es limitada.174 Uno de los principales retos es el establecimiento de una 
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potencial conexión entre la diana farmacológica y el antiguo fármaco, para lo cual se utilizan 

frecuentemente programas informáticos que permiten predecir sitios de unión ligando-diana 

o fármaco-receptor (herramientas de docking molecular)175 y también se utilizan programas 

informáticos que permiten comparar ciertas características de unos fármacos con otras 

moléculas para detectar similitudes.176  

 

Figura 12.177 Esquema que representa la diferencia en el tiempo que tarda en llegar al mercado un 
fármaco mediante el proceso tradicional de descubrimiento y desarrollo de los mismos (panel 
superior) y mediante el proceso de reposicionamiento de fármacos (panel inferior). 

La búsqueda de nuevas dianas terapéuticas y la nanotecnología para hacer frente a 

Leishmania serán temas abordados en profundidad a continuación. 

 

4.  BÚSQUEDA DE DIANAS TERAPÉUTICAS FRENTE A LEISHMANIA. ADN 

TOPOISOMERASAS. 
 
 

4.1. Búsqueda de fármacos basados en diana 

En la búsqueda de potenciales moléculas que puedan utilizarse en el tratamiento de cualquier 

enfermedad, existen dos aproximaciones diferentes, por un lado, el cribado fenotípico, que 

permite evaluar la capacidad que tienen los compuestos para matar al parásito, es decir, 

ensayos de viabilidad celular. Por otro lado, el cribado dirigido, que se basa en identificar 

compuestos activos frente a determinadas dianas específicas que previamente han sido 

identificadas como potencialmente idóneas para acabar con el parásito.174 La identificación 

de dianas terapéuticas se basa en la comparación de determinados genes del parásito y sus 

homólogos en el hospedador con el fin de establecer el grado de similitud y las características 

biológicas únicas que permiten inhibir ciertas funciones vitales del parásito sin dañar al 

hospedador178, por ello, las dianas que forman parte del metabolismo del parásito siguen son 

muy interesantes.174,179,180 Otras dianas que han sido estudiadas en este campo son 
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biomoléculas como glicosomas, acidocalcisomas, enzimas con funciones en la replicación y 

la reparación del ADN, etc.178 Todavía se desconocen muchos aspectos relacionados con el 

proceso de enfermedad en la leishmaniasis, por lo que son necesarias más dianas terapéuticas 

validadas que permitan ensayar compuestos potencialmente leishmanicidas.174,181 

4.2. ADN topoisomerasas como diana farmacológica frente a 
Leishmania 

Entre las dianas terapéuticas identificadas frente a Leishmania se encuentran las ADN 

topoisomerasas (Top). Estas enzimas tienen importantes funciones en la replicación, 

transcripción, reparación y recombinación del ADN, y por tanto son potenciales dianas 

terapéuticas en la búsqueda de fármacos frente a Leishmania.182–184  

En 1953, Watson y Crick describían por primera vez, gracias en parte a pruebas 

experimentales obtenidas por Rosalind Franklin (Figura 13A)185, la estructura del ADN 

como dos cadenas helicoidales, cada una enrollada alrededor del mismo eje de forma 

antiparalela y constituida por cadenas polinucleotídicas de bases nitrogenadas 

complementarias (Figura 13B).186 
 

 

Figura 13. Hitos importantes en el descubrimiento de la estructura de doble hélice del ADN. A. 
Fotografía “51”, tomada por Rosalind Franklin y Raymond Gosling mediante difracción de rayos X. 
B. Modelo de doble hélice helicoidal propuesto por Watson y Crick en 1953.  

El ADN es la molécula que contiene toda la información necesaria para la transcripción de 

ARNm y posterior traducción a proteínas. El acceso a esta información y su replicación se 

regula mediante mecanismos enzimáticos.187 Estas dos propiedades esenciales (almacén de 

la información y estructura que modula el acceso a la información) permiten al ADN formar 

parte de las indispensables funciones biológicas en las que interviene. Sin tensiones de 

torsión, el ADN se encuentra en forma relajada (Figura 14), pero cuando se somete a estas 
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tensiones, el ADN se encuentra en forma superenrollada. Estos superenrollamientos tienen 

una energía intrínseca superior a las moléculas de ADN relajadas y pueden ser positivos si 

se producen en el mismo sentido que la doble hélice de ADN, o negativos, si tienen lugar en 

sentido contrario (Figura 14).187,188 

 

Figura 14.187 Forma relajada del ADN sin tensiones de torsión (zona central de la figura) y efecto de 
la introducción de cruces positivos (derecha) y negativos (izquierda) formando superenrollamientos 
de ambos tipos (positivo y negativo). Created with BioRender.com. 

El ADN que forma los genomas es un polímero con un diámetro aproximado de 2 nm y una 

longitud que puede alcanzar los 109 nm.187 El estado topológico de una molécula de ADN 

circular, de doble cadena y cerrada mediante enlaces covalentes se define mediante el 

número de enlace (Lk), definido como el número entero de enlaces entre las dos hebras 

complementarias de la molécula de ADN 188. El Lk viene dado por la suma de otros dos 

factores, la torsión (Tw) y el retorcimiento (Wr).189 La torsión se refiere al número de veces 

que las hebras se han retorcido una alrededor de la otra a lo largo del eje helicoidal, mientras 

que el retorcimiento es una medida del enrollamiento y de cruce en el espacio del eje de la 

doble hélice de ADN.190 

 Entre las enzimas que regulan la topología del ADN en los procesos de replicación, 

transcripción, recombinación y reparación se encuentran las ADN topoisomerasas, 

encargadas de la relajación de las tensiones de torsión que tienen lugar durante estos 

procesos191,192 y descubiertas casi 20 años más tarde que la estructura de doble hélice descrita 

en 1953.193,194 Para ello, producen la escisión temporal de una o ambas hebras de la doble 

hélice, formando un enlace covalente transitorio con la cadena nucleotídica. El proceso 

comienza con el ataque nucleofílico del grupo hidroxilo de un residuo tirosina presente en 

todas las enzimas de este tipo. Este residuo se encuentra en el centro activo de la enzima y 

es el que genera un enlace fosfodiéster transitorio con la hebra escindida.195  
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Las Top se clasifican en dos grandes familias en función de si la enzima escinde una o ambas 

hebras del ADN y de si requiere ATP en el proceso; Top de tipo I (TopI) y Top de tipo II 

(TopII), respectivamente. Las TopI son enzimas por lo general monoméricas que escinden 

una sola hebra de ADN sin necesidad de ATP y forman el enlace covalente transitorio, 

permitiendo que la hebra escindida gire alrededor de su complementaria, lo que permite que 

el ADN adquiera un estado topológico más relajado184,196 (Figura 15). A su vez, las TopI se 

subdividen en TopIA (el intermediario covalente se forma con el extremo 5’ del segmento 

escindido) y TopIB (el intermediario covalente se forma con el extremo 3’).  

 

 

Figura 15. Relajación del ADN mediante rotación controlada por acción de la TopI. La enzima se 
une al ADN y escinde una de las hebras, formando el complejo de escisión transitorio enzima-ADN. 
A continuación, una de las hebras gira alrededor de la otra permitiendo la relajación de la tensión en 
la doble hélice. Por último, se produce la religación de la rotura del ADN, restaurando la integridad 
de la doble cadena.  

Las TopII son enzimas multiméricas que escinden el ADN en el extremo 5’ de las dos hebras 

del ácido nucleico con gasto de ATP, generando enlaces transitorios en esos extremos. Esto 

permite que otro dúplex de ADN pueda pasar por el corte formado y finalmente se produzca 

la religación183,192 (Figura 16). En función del tipo de intermediario covalente formado, se 

subdividen en tipo IIA y IIB.184,191,197 
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Figura 16. Mecanismo de desencadenamiento del ADN por la TopII. La enzima se une al ADN 
encadenado (dos dobles hélices enredadas) y se produce el corte de ambas hebras de uno de los 
dúplex (azul en la figura). La TopII forma un enlace covalente transitorio mientras la otra doble 
hélice (en rojo) pasa a través del corte producido gracias a la acción de la enzima. Finalizado el 
proceso, la TopII religa el ADN y se libera de la doble hélice.198 Created with BioRender.com. 

La formación del intermediario covalente – o complejo de escisión – por las Top es un 

proceso vulnerable, y por lo tanto una diana de intervención farmacológica. Existen 

numerosos inhibidores que pueden interaccionar con esta diana y que se han clasificado 

como; i) inhibidores de clase I, también denominados venenos de topoisomerasas, que 

actúan estabilizando el complejo de escisión y provocan la rotura de una de las hebras del 

ADN (SSB por sus siglas en inglés- Single Strand Break)196; ii) inhibidores de clase II, 

compuestos que interfieren directamente con la funcionalidad enzimática.199,200 Algunos de 

los venenos de las Top son los derivados camptotecínicos, topotecán, irinotecán y belotecán 

(inhibidores de TopIB) o doxorubicina, epirubicina o valrubicina (inhibidores de TopIIA), 

gracias a los cuales se confirmó la validez de las Top como dianas farmacológicas en 

diferentes procesos proliferativos celulares como el cáncer y enfermedades infecciosas y 

parasitarias.184,201 Por ejemplo, la camptotecina, un alcaloide de origen vegetal obtenido de 

Camptotheca accuminata, se empezó a utilizar en el tratamiento de varios tumores202–204 y 

tras su éxito, algunos de sus análogos mejorados se utilizan actualmente en la quimioterapia 

del cáncer.205–208 

Las topoisomerasas de Leishmania y otros kinetoplástidos son buenas dianas farmacológicas 

debido a las diferencias estructurales que presentan respecto a las topoisomerasas humanas. 

En la Figura 17 se muestran algunos ejemplos, con diferencias que afectan incluso a la 

cantidad de subunidades que presentas la enzimas homólogas.   
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Figura 17.183 Representaciones esquemáticas que muestran las diferencias existentes de los distintos 
tipos de Tops (TopIB, TopII y TopIII) de los tripanosomátidos y sus homólogos en humanos. A. 
TopIB humana (panel superior) y subunidades que conforman la TopIB en L. donovani (panel 
inferior). B. TopIIα humana (panel superior) y de L. donovani (panel inferior). C. TopIIIα humana 
(panel superior) y de T. brucei (panel inferior). La franja roja representa el residuo Tyr que permite 
la escisión del ADN. 

Los tripanosomátidos presentan una TopIB heterodimérica inusual diferente al resto de las 

TopIB descritas, incluida la humana, ya que normalmente las TopIB están formadas por un 

único monómero.209–211 En Leishmania, los genes que codifican para las dos subunidades de 

la TopIB se localizan en cromosomas distintos, de forma que el gen de la subunidad grande 

– que codifica una proteína de 636 aminoácidos con un peso molecular de 73 kDa - se 

localiza en el cromosoma 34. Por su parte, el gen de la subunidad pequeña se encuentra en 

el cromosoma 4 y codifica un polipéptido de 262 aminoácidos con un peso molecular de 28 

kDa que conserva el residuo Tyr conservado en el centro activo de todas las TopIB.209 Esta 

disposición no ocurre únicamente en Leishmania, sino que es característico de los 

tripanosomátidos.212 Gracias a estas diferencias, la enzima TopIB de estas especies es una 

diana interesante para el desarrollo de fármacos frente a estas enfermedades182, y ha sido 



Introducción general  

28 
 

registrada por la OMS en su base de datos “TDR targets” para enfermedades tropicales 

desatendidas (https://tdrtargets.org/).   

La generación de SSBs en células en fase S provoca que la horquilla de replicación choque 

con el complejo de escisión, generando roturas de doble cadena (DSBs por sus siglas en 

inglés- Double Strand Breaks) (Figura 18).213,214 Una vez se han producido estas roturas, los 

mecanismos de reparación requieren la alteración de la compactación del ADN para permitir 

el acceso de la maquinaria enzimática encargada de repararlos. En células eucariotas, esto 

se lleva a cabo mediante modificaciones post-traduccionales de las histonas involucradas en 

el empaquetamiento del ADN o reemplazándolas por alguna de sus variantes. En las células 

de mamífero, la generación de DSBs provoca la fosforilación de la variante H2AX de la 

histona H2A en el residuo Ser139, formando la variante γ-H2AX e iniciando una cascada de 

señalización implicada en los mecanismos de reparación del ADN.215 Como respuesta al 

daño de doble cadena, también se ha identificado otro lugar de fosforilación de esta histona, 

correspondiente al residuo Thr142.216 Esta señalización tiene lugar inmediatamente después 

del daño de doble hebra y se utiliza para cuantificarlo.217  

 

Figura 18. Progresión de los SSBs a DSBs por la estabilización del complejo de escisión por parte 
de venenos de las Top. Una vez el complejo de escisión es estabilizado impidiendo que la Top 
restaure la integridad del ADN, durante la fase S, la hoquilla de replicación choca con el complejo 
enzima-inhibidor-ADN, provocando roturas de doble cadena. Created with BioRender.com. 

Los inhibidores de la TopI inducen la fosforilación de la histona H2AX en células en fase S, 

mientras que los inhibidores de la TopII inducen la fosforilación en cualquiera de las fases 

del ciclo celular.218 Las enzimas responsables de la fosforilación de la histona pertenecen a 

la familia de las fosfatidilinositol-3-quinasa, familia que incluye las proteínas quinasas 
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denominadas ataxia telangiectasia mutada (ATM), ataxia telangiectasia-Rad3 (ATR) y 

proteína quinasa dependiente de ADN (ADN-PK). Se cree que la enzima que actúa en mayor 

medida en respuesta al daño de cadena simple que provoca el choque con la horquilla de 

replicación y que genera posteriormente el daño de doble cadena es la ATM, mientras que 

la ATR sería la enzima inducida en respuesta al daño de cadena sencilla de ADN que tiene 

lugar en los procesos de reparación por escisión de nucleótido.215,219 En los tripanosomátidos 

no se diferencian variantes de la H2A como ocurre en otros eucariotas, en los que se 

diferencian las variantes H2A1-H2A2, H2AZ y H2AX, localizándose un único gen H2A que 

tiene una homología alta con la variante H2AX de las células de mamífero, y carece del 

motivo SQ característico que se localiza en el lugar de fosforilación de la variante H2AX.220  

La cuantificación de la histona fosforilada (γH2AX) en respuesta a daño de doble cadena se 

ha utilizado en células de mamífero218,221,222, y también en T. brucei y L. infantum, especies 

en las que las Thr130 y 128 son respectivamente los residuos fosforilados.223,224 

 

5.  NANOTECNOLOGÍA FRENTE A LEISHMANIA  

Aunque en su definición más estricta la nanotecnología se refiere a estructuras de tamaño 

variable entre 1 y 100 nm, comúnmente se incluyen otras estructuras que pueden llegar hasta 

varios cientos de nm desarrolladas mediante ingeniería ascendente o descendente de varios 

componentes individuales.225 Una de las aplicaciones de las nanopartículas (NPs) es la 

capacidad de dirigir fármacos a los órganos o células diana, lo cual resulta especialmente 

interesante en el tratamiento de enfermedades cuyos agentes infecciosos se localizan en 

nichos específicos dentro del hospedador. Las NPs presentan numerosas ventajas, ya que 

consiguen disminuir la toxicidad del fármaco, mejorar la eficacia, proteger al fármaco de la 

degradación, permiten modular la farmacocinética de los principios activos, aumentan la 

solubilización en soluciones acuosas, facilitan la absorción y distribución intracelular y nos 

permite el control de la liberación del fármaco del nanotransportador en el sitio diana.111,226–

229  

En el caso de Leishmania, como ya se ha comentado en apartados anteriores, los parásitos 

se establecen en forma de amastigote en el interior de las células fagocíticas de los órganos 

diana. En el interior de la célula los parásitos se localizan en vacuolas parasitóforas (VPs)230 

(Figura 19). Estos compartimentos parecen ser híbridos y contienen elementos del parásito 

y de la vía endocítica del hospedador.231–233 Cuando los promastigotes de Leishmania son 

fagocitados por los macrófagos, el LPG actúa retrasando el reclutamiento de LAMP-1 

(marcador de lisosomas tardíos y lisosomas), es decir, retrasa la fusión de estas vesículas 

ácidas con el fagolisosoma, permitiendo la supervivencia del parásito mientras el 
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promastigote se transforma en amastigote, que es más resistente a los oxidantes.234–237 Los 

amastigotes no poseen LPG y cuando infectan macrófagos, las VPs resultantes adquieren 

rápidamente marcadores como LAMP-1.234,235 En el interior de la VP, el amastigote regula 

la maquinaria presente en la membrana de la misma, así como la adquisición de nutrientes y 

elementos necesarios para su supervivencia y replicación en el macrófago.232,238,239 El 

parásito también posee mecanismos que permiten la evasión de algunas de las defensas que 

tiene el macrófago frente a las invasiones por patógenos, como por ejemplo el complejo 

NADPH oxidasa, situado en las membranas tanto plasmática como fagosomal, implicado en 

la producción de radicales superóxido.232,240 

 

Figura 19. Modificada de Real y Mortara, 2012. A. LAMP-1 (en rojo) delimita las VPs de L. 
amazonensis en macrófagos derivados de médula ósea infectados (BMMs). En verde se muestra un 
anticuerpo frente a L. amazonensis. A las 2 horas post-infección (A, panel de la izquierda) los 
parásitos se encuentran en VPs individuales que, transcurridas 48 horas, se han transformado en 
vacuolas grandes (asterisco) que albergan un mayor número de parásitos (puntas de flecha) (A, panel 
de la derecha). B. LAMP1 y LAMP2 (en rojo) marcan las VPs de L. major 48 horas post-infección 
de BMMs. Las puntas de flecha indican surcos de fisión polarizados en el proceso de división de los 
amastigotes intracelulares. El asterisco señala parásitos individualizados.241 

Dado que el parásito se encuentra perfectamente adaptado para sobrevivir en la VP, una de 

las principales limitaciones de muchos fármacos es poder llegar hasta él a una concentración 

suficiente y de forma inalterada. El hecho de que las células que infecta Leishmania sean 

precisamente aquellas con mayor capacidad fagocítica - macrófagos, neutrófilos y monocitos 

- permite dirigir los nanotransportadores cargados de fármaco hacia las VPs gracias a su 

conexión con la vía endocítica de la célula hospedadora, reduciendo así su toxicidad.242,243  

Aunque el campo de la nanotecnología es muy amplio, algunas de las líneas de investigación 

actuales en la vehiculización de fármacos frente a Leishmania son la utilización de liposomas 

y otras NPs basadas en lípidos, NPs metálicas y NPs poliméricas (entre las que se encuentran 

los dendrímeros).111  
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Liposomas y otras NPs basadas en lípidos  

Los liposomas son vesículas esféricas de pequeño tamaño, formadas por una bicapa de 

colesterol y fosfolípidos, que se utilizan para la vehiculización de fármacos por su tamaño, 

baja toxicidad, biocompatibilidad y por la flexibilidad que presentan para cargar moléculas 

en ellos.111,242,244–246 Fueron descubiertos hace 50 años, aunque el número de formulaciones 

aprobadas es aún limitado.247 El ejemplo por excelencia de la utilización de liposomas en el 

tratamiento de la leishmaniasis es la anfotericina B liposomal, Ambisome® (Figura 20), 

cuyas primeras publicaciones aparecieron en la década de los 80248,249 aunque la FDA no 

aprobó su utilización frente a la LV hasta 1997.250 Otro fármaco que está siendo estudiado 

por su posible aplicación en forma liposomal para el tratamiento de la leishmaniasis es el 

SSG. Roychoudhury y colaboradores compararon el SSG en liposomas de fosfatidilcolina y 

estearilamina (PC-SA-SSG) y en liposomas de PC-colesterol (PC-Chol-SSG) y como 

control positivo anfotericina. La eficacia se comparó utilizando una cepa de L. donovani 

resistente a SSG, y utilizando ratones Balb/c infectados obtuvieron una mejor eficacia del 

PC-SA-SSG en monodosis respecto a la anfotericina B, además de favorecer la respuesta 

inmune Th1 y la expresión de macrófagos microbicidas.251 El fármaco consiguió eliminar 

parásitos resistentes gracias a la capacidad del nanotransportador para aumentar la 

concentración del fármaco en el nicho de Leishmania.  

 

 

Figura 20.111 Representación esquemática de la formulación liposomal de anfotericina B. 

Las nanoemulsiones son partículas coloidales con tres componentes: líquido lipídico, fase 

acuosa y surfactante, formando dos capas inmiscibles.252,253 Kansal y colaboradores 

presentaron en 2012 unas nanocápsulas formadas por capas, con un núcleo formado por una 

nanoemulsión con doxorrubicina (NC-DOX) que se unió también a fosfatidilserina (PS) para 

lograr una mejora en la internalización por parte de los macrófagos.254 Se compararon con y 
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sin recubrimiento de PS, comprobando que tanto en una línea celular de macrófagos tumoral 

J774.1, como in vivo utilizando hámsteres infectados con L. donovani, la acumulación fue 

mayor al utilizarse las NPs con PS. La eficacia también fue superior, de modo que las PS-

NCs-DOX inhibieron un 85,23% de la carga parasitaria en bazo, en comparación con un 

72.88 y 42,85% que lograron inhibir las NPs sin PS y la DOX libre, respectivamente.254 Los 

liposomas son los nanotransportadores más utilizados, y presentan muchas ventajas, como 

posibilidad de ser cargados con fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos, posibilidad de 

modificar su superficie, ser dirigidos al tejido en el que se encuentra el parásito, etc. La 

decoración de los liposomas con azúcares permite que los receptores de los macrófagos los 

reconozcan y se internalicen de modo más eficaz.242 Por ejemplo, se ha demostrado que los 

liposomas decorados con manosa y acetil galactosamina 4-sulfatada son útiles en el 

tratamiento de la leishmaniasis.255 Pese a sus numerosas ventajas, estas NPs presentan 

algunas limitaciones, como toxicidad en caso de que el fármaco se libere en el torrente 

sanguíneo debido a inestabilidad.256,257 Las nanoemulsiones tienen como ventaja una mejor 

estabilidad fisicoquímica respecto a los liposomas.258  

NPs metálicas y de óxido metálico  

Este tipo de NPs se basan en la formación de agregados con materiales nobles en estado de 

valencia O. A la eficacia del fármaco utilizado, se le añade que algunas de las propiedades 

inherentes a los metales nobles facilitan la eliminación de los parásitos, por ejemplo, la plata 

produce ROs.111,259,260 Entre las NPs metálicas más utilizadas se encuentran las de plata (Ag-

NPs), de dióxido de titanio (TiO2), de óxido de zinc (ZnO) y de óxido de magnesio 

(MgO).260–262 La utilización de estas NPs bajo luz ultravioleta (UV) o infrarroja (IR) suele 

aumentar las propiedades leishmanicidas.260,261,263 Existen numerosos estudios mostrando 

buenos resultados al utilizar este tipo de NPs, por ejemplo, al combinar miltefosina con Ag-

NPs se consigue reducir su IC50 a la mitad.264 En cuanto a la seguridad de este tipo de NPs 

se han recopilado algunos datos contradictorios, por lo que son necesarios más estudios al 

respecto.253  

NPs poliméricas 

Se trata de NPs que suelen utilizar como base polímeros lineales de polietilenglicol (PEG), 

poli ácido láctico (PLA), poli ácido glicólico (PGA), poli ácido láctico-co-glicólico (PLGA) 

o polímeros naturales como gelatina, albúmina, quitosano y alginato.111,265 Existe una gran 

variedad de NPs poliméricas en cuanto a formas y tipos (Figura 21). Poseen numerosas 

ventajas: son biodegradables, biocompatibles, más estables que los liposomas y permiten 

conjugar más de un fármaco.111 La unión del fármaco a la NP puede realizarse de forma no 

covalente en el interior de la NP (mediante adsorción, encapsulación, disolución o 
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empaquetamiento) o bien covalentemente (conjugado formando un profármaco).242,266 

Posteriormente, la liberación del fármaco en el sitio diana puede producirse de distintas 

formas, mediante un cambio en la estructura del polímero (por degradación de la envoltura, 

de la estructura o de las cargas) o por la rotura del enlace que une el fármaco a la NP en el 

caso del profármaco.267  
 

  

Figura 21.268 Nanotransportadores poliméricos ordenados de menor a mayor tamaño mostrando las 
distintas composiciones químicas que pueden presentar. 

La eficacia de la anfotericina B se ha testado utilizando NPs de PLGA269 y NPs de PLGA 

decoradas con manosa270 o de PLGA combinado con PEG271, obteniendo una eficacia 

elevada in vivo e in vitro frente a Leishmania. En los estudios además comprobaron que se 

estimulaba la respuesta defensiva del hospedador, aumentando la respuesta de linfocitos T 

CD8+ citotóxicos269 o la producción de citoquinas defensivas como IFN-γ u óxido nítrico 

(NO).270 El uso de PEG se ha explorado en combinación con este tipo de NPs porque mejora 

la solubilidad, la orientación y la biodisponibilidad de los fármacos conjugados.272 

El objetivo de las NPs es conseguir que éstas liberen el fármaco en el entorno en el que se 

localiza el parásito, una vez las NPs llegan a la VP. Se trata de un campo en auge y en el que 

aún queda mucho por explorar. Otras líneas de investigación emergentes son la aplicación 

de nanotubos y otras estructuras basadas en carbono111 o el empleo de estructuras plegadas 

de ADN, que también pueden ser fagocitadas por los macrófagos y llegar a colocalizar con 

el parásito en la VP, como hemos demostrado recientemente utilizando nanoflores de ADN 

y células de mamífero infectadas con L. infantum fluorescentes infrarrojos (Figura 22).273 
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Figura 22.273 A. Colocalización de las nanoflores de ADN con cresil violeta, que tiñe endosomas 
tardíos y lisosomas, en líneas celulares de macrófagos murinos (RAW264.7) y humanos (THP-1). B. 
Células THP-1 infectadas con L. infantum WT (panel superior) y L. infantum iRFP (panel inferior) 
colocalizando en las VPs con las nanoflores (flechas). La nanopartícula puede visualizarse gracias a 
la incorporación de un nucleótido fluorescente ATTO488 en el proceso de síntesis. 

 

6.  HACIA UNA COMPRENSIÓN DE LA BIOLOGÍA DEL PARÁSITO. ESTUDIO 

DE LA REPRODUCCIÓN SEXUAL EN LEISHMANIA. 

"Now, here, you see, it takes all the running you can do, to keep in the same place” 

Esta cita, perteneciente al libro “Alice through the looking glass”, de Lewis Carrol, forma 

parte de un diálogo entre Alicia y la Reina Roja. La reina le dice a Alicia que, en su reino, 

para llegar a un lugar distinto, debe correr por lo menos el doble de rápido de lo que es capaz, 

o de lo contrario el reino avanzará igual de deprisa, permaneciendo siempre en el mismo 

lugar. La frase ha inspirado diversos símiles, entre ellos la Hipótesis de la Reina Roja(1) (los 

subíndices hacen referencia al Glosario en Anexo I) (RQH por sus siglas en inglés – Red 

Queen Hypothesis). Esta hipótesis trata, junto a otras gestadas en la misma época, de resolver 

uno de los grandes enigmas a los que se ha enfrentado la biología evolutiva, que no es otro 

que determinar cuáles son las causas que han permitido la aparición, evolución y sobre todo 

el mantenimiento de la reproducción sexual como forma de reproducción casi universal en 

los organismos eucariotas, pese a su elevado coste.274–280 La reproducción sexual y el sexo 

se refieren aquí a los procesos en los que dos parentales combinan su material genético en el 

mismo núcleo y dan lugar a nuevos individuos genéticamente distintos a ellos.281,282 Cuando 

se habla de los costes del sexo se está refiriendo principalmente al “coste de la meiosis” y al 

“coste de los machos”. El “coste de la meiosis” se refiere a la reducción de parentesco entre 

progenitor y generación filial en la reproducción sexual, debido a que cada parental aporta 

solamente la mitad de los genes, al contrario de lo que ocurre en la autofecundación.277,282–

284 Por otro lado, el denominado “coste de los machos” hace referencia al hecho de que los 
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individuos que actúan como machos no contribuyen a la función reproductiva del grupo y, 

en poblaciones con proporción de sexos 1:1, la natalidad se puede reducir hasta la 

mitad.276,277,285 En una población en la que coexista la reproducción sexual y asexual, las 

hembras asexuales pueden desplazar a las sexuales al duplicar su tamaño mucho más 

rápidamente y tener por lo tanto mayor eficacia biológica(2) (aptitud) al no producir 

machos282,286 (Figura 23). Además, en la reproducción sexual de especies en las que se 

diferencian los sexos (por ejemplo macho/hembra), es necesario que se encuentren para 

reproducirse, con el gasto que implica encontrar pareja.282 Otros problemas relacionados con 

el sexo son la posible necesidad de formar tipos celulares especiales (por ejemplo gametos), 

o en algunas especies el mantenimiento de genomas diploides.287,288 
 

 

Figura 23.282 Representación esquemática suponiendo que se diferencien dos sexos, en este caso 
hembras y machos, del coste de los machos en la reproducción sexual frente a la reproducción 
asexual. En la figura los machos están representados por cuadrados y las hembras por círculos.   

La utilización del personaje de Lewis Carrol para nombrar la RQH procede de Van Valen280, 

que trataba de explicar las tasas de extinción constantes de los organismos marinos277,280, sin 

embargo, adquirió un nuevo significado al utilizarse para estudiar las complejas relaciones 

parásito-hospedador y su co-evolución. La hipótesis explica, por un lado, cómo el parásito 

promueve la selección de la diversidad genética del hospedador y a la inversa, y por otro, 

cómo el parasitismo selecciona el sexo en esta relación. Los genotipos comunes en el 

hospedador serán seleccionados a la contra por los parásitos virulentos que co-evolucionan, 

de modo que aunque oscilen distintos genotipos del parásito y del hospedador a lo largo del 

tiempo, en un lapso de tiempo de miles de generaciones, permanecen constantes (correr para 

permanecer en el mismo lugar).277,289 

Las teorías sobre la ventaja evolutiva que proporciona el sexo se dividen en aquellas que 

postulan que la reproducción sexual permite purgar las mutaciones deletéreas y las que 

destacan la mayor variabilidad genética que permite el sexo y la recombinación(3), así como 
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las ventajas que proporcionan en la adaptación a ambientes cambiantes.274 Las primeras 

teorías se centran en destacar las ventajas del sexo y la recombinación para aliviar los 

problemas que aparecen debido a procesos como la interferencia de Hill-Robertson(4) al 

separar grupos de loci vinculados(5), y el trinquete de Muller(6), al evitar la acumulación de 

mutaciones deletéreas debido a este fenómeno.274,290–294 La interferencia de Hill-Robertson 

se produce cuando se asocian alelos ventajosos con alelos deletéreos debido al azar291,295, lo 

cual se puede manifestar con otros fenómenos como la selección de fondo(7) o el trinquete 

de Muller.282,293,296 La reproducción sexual puede así disminuir estos efectos, evitando el 

efecto de Hill-Robertson y disminuyendo la probabilidad de que mutaciones deletéreas 

queden fijadas en una población.293,297  

Entre las segundas teorías que postulan el sexo y la recombinación como ventajas para la 

adaptación, el modelo de la lotería de Williams(8) describía el sexo como una estrategia de 

cobertura de apuestas275,277, de modo que una descendencia menor pero variable sería “como 

comprar apuestas con números distintos” mientras la reproducción asexual sería “comprar 

muchas apuestas del mismo número”. En ciertas circunstancias, por ejemplo un ambiente 

cambiante, en el grupo sexual podría existir algún genotipo ventajoso (“un número 

ganador”), que en la reproducción asexual podría no darse al tener solamente una 

oportunidad (“o un único número en la apuesta”).282 La migración a nuevos y distintos 

entornos también podría verse beneficiado por el sexo y podría ser un factor capaz de 

seleccionar este tipo de reproducción, ya que la recombinación y el sexo pueden favorecer 

la propagación de alelos beneficiosos y eliminar aquellos genotipos que no se adaptan al 

nuevo ambiente.277 Una vez se han adaptado al nuevo entorno, parece que el sexo deja de 

seleccionarse, es decir, es necesario un cambio constante del ambiente para su 

mantenimiento.276,277 Precisamente aquí entra en juego la co-evolución hospedador-parásito, 

que proporcionaría un cambio ambiental constante que puede mantener el sexo a largo 

plazo.277  

Como críticas a estas teorías que básicamente consideran que la reproducción sexual se 

mantiene gracias a factores bióticos, algunos autores han defendido que los factores abióticos 

también pueden ser importantes impulsores de la evolución y pueden tener un papel 

destacado en el mantenimiento de la reproducción sexual.298 Todo esto se complica más si 

diferenciamos entre especies haploides y diploides, ya que, al considerar modelos haploides 

en el estudio de la reproducción sexual, la ventaja de ésta sobre la reproducción asexual 

disminuye a medida que el tamaño de la población aumenta. Sin embargo, si consideramos 

las poblaciones diploides, la reproducción sexual sigue presentando ventajas respecto a la 

asexual aun en poblaciones de tamaño infinito274, lo que explica la persistencia del sexo en 

poblaciones de gran tamaño, en las que efectos como el trinquete de Muller o el efecto Hill-
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Robertson no son tan importantes.274,293,295 Por otro lado, la diploidía a menudo no presenta 

ventajas en la aptitud de los individuos sin reproducción sexual.274  

Dentro de la RQH está muy estudiado el papel de los parásitos en el mantenimiento del sexo 

en poblaciones naturales de hospedadores que también se reproducen mediante reproducción 

asexual, ya que los parásitos pueden imponer una selección negativa dependiente de la 

frecuencia que favorecería a los genotipos menos frecuentes del hospedador.299 Sin embargo, 

este papel no se ha estudiado tanto a la inversa, es decir, si la dinámica hospedador-parásito 

puede tener un efecto de mantenimiento de la capacidad de reproducción sexual en las 

poblaciones de parásitos.300,301 Dado que es conocido que muchas especies de parásitos 

mantienen la reproducción sexual (obligatoria u ocasional) como parte de su ciclo biológico, 

la cuestión parece relevante.301,302 Entre los pocos estudios que existen, se ha visto una 

ventaja del sexo en los parásitos que se enfrentan al sistema inmune de sus hospedadores.300 

Parece que, de forma aislada, el antagonismo hospedador-parásito puede no ser suficiente 

para explicar el mantenimiento del sexo, pero combinado con la acumulación de mutaciones 

deletéreas293 y con la interacción con el sistema inmune del hospedador, las ventajas del sexo 

superan los costes asociados.300,301 Esto explicaría que es más común que se haya descubierto 

reproducción sexual en especies parásitas que en especies cercanas de vida libre.301,303 No 

obstante, la mayor parte de estas especies eucariotas parásitas, no usan la reproducción 

sexual de forma exclusiva, sino que a la reproducción asexual se une una etapa sexual, que 

puede ser opcional o formar parte de su ciclo biológico (Figura 24).  

 

Figura 24.304 Tipos de poblaciones clonales o recombinantes, o clonal con una recombinación 
limitada. Los beneficios potenciales del sexo permiten purgar el genoma de mutaciones deletéreas y 
generar diversidad, mientras la reproducción sexual permite una rápida expansión. 

En los parásitos, la co-evolución con el hospedador está íntimamente ligada con la evolución 

de su virulencia, definida como la disminución de aptitud del hospedador por culpa del 

parásito, lo que depende en gran medida de la tasa y el modo de transmisión, de la dinámica 

del parásito en el hospedador y de la tasa y el modo de replicación del parásito.305,306 La 
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virulencia no es algo propio del parásito, sino que va a ser el resultado de la interacción 

parásito-hospedador, de forma que de nuevo, las oscilaciones nos llevarían a una constante 

a lo largo del tiempo, confirmando la RQH.302 El éxito del parasitismo es un equilibrio que 

permite que las necesidades del hospedador estén más o menos satisfechas mientras se 

explotan sus recursos por parte del parásito y se consigue la mayor eficiencia de replicación 

y transmisión al mismo tiempo.307 El sexo tiene por lo tanto un importante papel en la 

virulencia, así como en el rango de hospedadores del parásito y por lo tanto, la reproducción 

sexual tiene consecuencias en la epidemiología de las enfermedades que provocan estas 

especies.288,308  

Tras multitud de enfoques y teorías para tratar de determinar cuál es la causa que mantiene 

el sexo en las poblaciones, la biología evolutiva fue derivando hacia un enfoque pluralista(9) 

que pudiera explicar el sexo y la recombinación mediante un conjunto de factores.278 Howard 

y Lively, en 1994, trataron de explicar el mantenimiento del sexo mediante dos mecanismos 

independientes pero que juntos explicaban mejor el sexo que ambos por separado: la RQH 

y el trinquete de Muller.301 Posteriormente, West publicó en 1999 un interesante artículo 

abordando esta idea pluralista para explicar el sexo y la recombinación279,309 y desde 

entonces se ha generalizado la idea de que no es posible resolver este enigma de la biología 

evolutiva desde una única teoría.278  

El conocimiento de la biología, y en particular de los ciclos biológicos, incluyendo las 

relaciones parásito-hospedador y los distintos tipos de reproducción que se pueden alternar 

en estas especies de parásitos, es un paso importante en el conocimiento de las enfermedades 

que provocan, su transmisión y su tratamiento, y sin embargo, muchas de estas cuestiones 

son aún un misterio.288 La evolución del sexo parece estar íntimamente ligada con el origen 

de los eucariotas, ya que se considera que los eucariotas tienen un ancestro sexual común.310–

312 Las teorías actuales postulan que el sexo fue posterior al origen de la recombinación, ya 

que esta última tiene lugar en especies no sexuales.310,313 Pese a esta universalidad del sexo 

en las especies eucariotas, no siempre todas han sido consideradas sexuales. Muchos 

organismos unicelulares eucariotas han sido históricamente considerados asexuales, 

incluidos muchos patógenos y parásitos. El estudio de la reproducción de estos organismos 

tiene dificultades añadidas debido a que puede ser, en palabras de algunos autores raro, 

furtivo y críptico.281 Raro se refiere al hecho de que estos parásitos normalmente pueden 

reproducirse de forma asexual y raramente de forma sexual, y muchas especies pueden 

completar su ciclo biológico únicamente mediante reproducción asexual.288 Furtivo se 

refiere a que puede ser difícil observar debido a su baja frecuencia y al lugar en el que se 

produce y críptico hace referencia a que la reproducción sexual podría ser observada pero 

difícil de reconocer.281 El estudio de la reproducción en organismos unicelulares que son 
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capaces de reproducirse asexual y sexualmente permite mejorar el estudio de los procesos 

asexuales y sexuales y determinar las ventajas que una estrategia puede tener frente a la 

otra.274 Por supuesto, será más fácil identificar el ciclo meiótico si éste es obligatorio, como 

en el caso de Plasmodium, que además presenta estadíos sexuales morfológicamente 

distintos, que si estudiamos especies que no tienen una etapa sexual obligatoria288 (Figura 

25).  

 

 
 

Figura 25. Esquema que representa los ciclos biológicos del grupo Apicomplexa (Plasmodium, 
Eimeria y Toxoplasma) (panel A) y de Trypanosoma (panel B). A. El grupo Apicomplexa tiene 
diferenciación sexual (gametocitogénesis) en el interior de las células del hospedador desarrollándose 
como gametocitos masculinos o femeninos. Los gametos forman una célula diploide que sufre 
meiosis y da lugar a nuevos esporozitos infecciosos. En estos parásitos se diferencia una etapa 
asexual y una etapa sexual, ambas obligadas. B. El ciclo de vida de T. brucei y de otros 
tripanosomátidos consta de dos hospedadores, y las especies se mantienen diploides la mayor parte 
del tiempo. Opcionalmente, T. brucei puede dar lugar a gametos haploides en el insecto vector para 
realizar un ciclo sexual meiótico.314  

¿Cómo podemos detectar entonces si estos organismos tienen una fase sexual en su ciclo 

biológico? Según diferentes autores, existen tres formas principales de identificarlo.  

La primera de ellas es la observación directa del apareamiento in vivo o in vitro, método 

infalible pero también complicado por lo críptico que puede ser.281,288 Esto incluiría la 

identificación de los gametos haploides diferenciándolos de las células parentales, o la fusión 

de los citoplasmas (singamia/plasmogamia) o de los núcleos (cariogamia). Entre los 

protozoos parásitos, la reproducción se ha visto de una forma más o menos clara in vitro en 

el caso de T. brucei315, y en el caso de Leishmania se sugirió hace mucho tiempo la fusión 

de dos promastigotes in vitro, aunque sin posteriores estudios que lo confirmaran.316 Esta 

primera forma está relacionada con la obtención de híbridos en el laboratorio, de lo que se 

hablará más adelante.  

El segundo método que permite obtener datos sobre la frecuencia de reproducción sexual en 

una especie o población es el uso de herramientas de genética poblacional, aunque las 
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conclusiones de estos estudios tienen que ser tomadas con mucha cautela. Como se explicaba 

antes, el sexo rompe con los equilibrios de ligamiento entre loci mediante recombinación y 

reordenamiento cromosómico, sin embargo, la reproducción asexual y también la 

autofecundación(10), el sexo sin cruzamiento o la endogamia(11), pueden tener consecuencias 

similares, por lo que no siempre se puede descartar la reproducción sexual midiendo 

determinados parámetros en la población.288 En la década de los 90, Tibayrenc y 

colaboradores propusieron un modelo de reproducción clonal estricta debido a que en 

Leishmania, Trypanosoma y otros protozoos parásitos no se detectaba segregación(12) ni 

recombinación, que son las dos características más evidentes de reproducción sexual.317,318 

Estas conclusiones se obtuvieron a partir de la heterocigosidad(13) constante observada en 

las poblaciones y mediante el análisis del equilibrio Hardy-Weinberg(14), cuya desviación 

indicaba una tendencia a la clonalidad.319–321 Esta desviación podría deberse al aumento 

estable de la heterocigosidad debido a la ausencia de recombinación, además, las 

poblaciones mostraban fuerte desequilibrio de ligamiento(15), baja tasa de genotipos 

recombinantes y asociación entre marcadores genéticos no relacionados322, por lo que la 

explicación de la teoría clonal como modo de reproducción era plausible.  

En paralelo a estos estudios, Tait y colaboradores ya cuestionaban la teoría clonal estricta 

utilizando marcadores isoenzimáticos en T. brucei323, demostrando la ploidía de estas 

especies y detectando que la heterocigosidad era elevada en algunas poblaciones.323–326 

Además, la baja heterocigosidad en Leishmania podía deberse a que estos parásitos son 

aneuploides(16) de forma generalizada y toleran variaciones en el número de cromosomas.326–

328 Así, la teoría clonal estricta se flexibilizó a un modelo de evolución predominantemente 

clonal(17) (PCE por sus siglas en inglés –Predominant Clonal Evolution) que postulaba que 

a pesar de que el modo de reproducción predominante de estos organismos unicelulares es 

la reproducción asexual, existe recombinación genética esporádica que no es lo 

suficientemente fuerte como para romper el umbral de clonalidad que permitiría ver sus 

efectos en la población.329,330 Los episodios de recombinación podrían dar lugar a grupos 

genéticamente estables denominados quasi-clados(18).
331 Entre las críticas a este modelo 

encontramos que algunos autores defienden que el desequilibrio de ligamiento no es buen 

indicador de la presencia de reproducción sexual en una población332 y que los muestreos 

inadecuados pueden dar lugar a sesgos y conclusiones erróneas sobre el efecto 

Wahlund(19).
319,333,334 Otros autores consideran que la elevada diversidad genética presente 

en estas especies es difícilmente explicable mediante el modelo PCE.335 Por otro lado, la 

existencia de híbridos de distintas especies de Leishmania empezó a estar ampliamente 

descrito336–339 incluso entre especies alejadas de Leishmania y causantes de distinto tropismo 

patogénico.340 
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El tercer método con el que podemos inferir reproducción sexual en una especie es la 

identificación en sus genomas de los genes específicos de meiosis y su funcionalidad en el 

ciclo sexual. En T. brucei341 se ha visualizado la expresión de los genes codificantes de las 

proteínas implicadas en la introducción de roturas de doble cadena en el ADN, el ensamblaje 

del complejo sinaptonémico y la recombinación homóloga en las glánsulas salivares de la 

mosca tsé-tsé (Figura 26A, 26B).311,342 Recientemente, un estudio de Hofstatter y Lahr ha 

recopilado datos que indican que la maquinaria meiótica se encuentra básicamente en todos 

los grupos de eucariotas, incluendo genes que codifican para proteínas implicadas en la 

plasmogamia y cariogamia (Figura 27A, 27B). Considerando además que el ancestro común 

de los eucariotas era capaz de realizar reproducción sexual, estos autores afirman que debe 

suponerse que todo eucariota es capaz de realizar sexo, y que los linajes eucariotas asexuales 

podrían ser el resultado de una pérdida secundaria de éste.342 Otro aspecto a considerar en el 

estudio de la reproducción sexual en estos parásitos es la identificación de los gametos, que 

aunque es posible midiendo cambios en la ploidía315, puede ser complicado debido a la forma 

que adquieren y a la variedad de intermediarios meióticos que podrían coexistir en estas 

especies343, además de otros factores, como la aneuploidía en Leishmania o 

Trypanosoma.344–346  

 

 
Figura 26341. Expresión de los genes específicos de meiosis fusionados a la proteína fluorescente 
amarilla (YFP). A. Expresión de genes específicos de meiosis fusionados a YFP en tripanosomas 
fijados en exudado salival de moscas tsé-tsé. El panel superior muestra la expresión del gen MND1, 
el panel central del gen DMC1 y el panel inferior muestra la expresión del gen HOP1. B. 
Tripanosomas localizados en el interior de una glándula salival de mosca tsé-tsé mostrando la 
expresión del gen HOP1. Los tripanosomas fluorescentes tienen una parte posterior roma (señalado 
con el asterisco) o puntiaguda (indicado con la flecha). 
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Figura 27342. A. Filogenias simplificadas de las proteínas meióticas de los eucariotas, las cuales 
comparten un patrón evolutivo similar, con un origen ancestral de las arqueas B342. Distribución de 
las proteínas específicas de meiosis y de la proteína de la plasmogamia (HAP2) en los supergrupos 
eucarióticos.   

Entre las pruebas más importantes para la demostración de cruzamiento de estos protozoos 

se encuentran los cruces experimentales de laboratorio, ya que ofrecen un ambiente 

controlado en el que comprobar si la progenie híbrida recién formada reúne características 

de ambos parentales y puede ayudar a resolver enigmas como la generación de gametos o 

las características de los procesos sexuales. Antes de las primeras pruebas de intercambio 

genético en el laboratorio en Leishmania, ya se habían realizado numerosos cruces exitosos 

en Trypanosoma347–353, incluyendo cruces entre distintas cepas de T. brucei y presencia de 

híbridos poliploides347, utilización de proteínas fluorescentes como apoyo para el estudio del 

intercambio genético como la proteína fluorescente verde (GFP)350 o parentales que 

expresaban GFP y la proteína fluorescente roja (RFP) con el fin de obtener híbridos 

fenotípicamente detectables de color amarillo352 y cruzamientos intraclonales.353 A estas 

alturas, en Trypanosoma se consideraba ya probada la existencia de reproducción sexual de 

tipo meiótico351,352 y poco después, se lograba el primer cruce experimental de Leishmania 

entre dos cepas parentales de L. major.354 En 2011 se publicó el ciclo meiótico de T. brucei 

describiendo la expresión secuencial de genes específicos de meiosis.341 En 2014, los 

trabajos de Peacock y colaboradores permitieron resolver algunas cuestiones sobre los tipos 

de apareamiento y las diferencias en la tasa de éxito de cruces intraclonales y entre distintas 

cepas de T. brucei355 y sobre la producción de gametos haploides. Igualmente, se pudo 
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observar la fusión ex vivo y posterior generación de híbridos entre tripanosomas procedentes 

de glándulas salivares de mosca.315  

Recientemente, un complejo trabajo ha tratado de describir la producción de gametos e 

intermediarios meíoticos que aparecen en el ciclo sexual de T. brucei, incluyendo productos 

de la meiosis I y distintos tipos de gametos (con variaciones en el número de núcleos y de 

kinetoplastos) (Figura 27).343 

 

Figura 28.343 Producción secuencial de intermediarios meióticos y gametos según Peacock y 
colaboradores. Los núcleos se representan en negro (4C o 2C) o en gris (1C). Los kinetoplastos 
asociados a un flagelo se muestran en negro y los no asociados a flagelo se muestran en rojo. 1C, 2C, 
3C y 4C se refieren a la cantidad de ADN total presente en un núcleo o una célula. N y K debajo de 
cada dibujo indica el número de kinetoplastos (K) y núcleos (N). La secuencia sería la siguiente: a 
partir de un tripanosoma normal (1 núcleo 2C diploide, 1 kinetoplasto) se forma un divisor meiótico 
(A) con 2 kinetoplastos y 1 núcleo replicado 4C que da lugar a los intermediarios C1 y C2 mediante 
una reducción convencional (intermediario B). C1 y C2 son intermediarios meióticos con múltiples 
kinetoplastos y 3 núcleos (1 núcleo 2C y 2 núcleos 1C, por lo que el contenido total de ADN sigue 
siendo aquí 4C). Al dividirse C1 para formar C2, se produce un gameto con núcleo 1C y 1 o más 
kinetoplastos. La célula resultante (D1) es un intermediario que posee 2 núcleos (un núcleo 2C y un 
núcleo 1C), es decir, es una célula 3C con un número variable de kinetoplastos. En este punto se 
forma un nuevo flagelo para la producción de un segundo gameto en el paso D2 a D3. El gameto 
formado tiene un núcleo 1C y 2 kinetoplastos y la célula resultante tiene un núcleo 2C (intermediario 
E1) en la que se forma un nuevo flagelo dando lugar al intermediario E2. Por último, la división del 
núcleo de E2 da lugar al intermediario F1, con 2 o 3 kinetoplastos y 2 núcleos 1C, de modo que en 
la siguiente etapa se produce la formación de dos tipos de gametos (F2) con núcleo 1C y 1 o 2 
kinetoplastos si F1 era 3K2N (2K1N y 1K1N) o dos gametos 1K1N si F1 era 2K2N. 

En Leishmania, tras el trabajo de Akopyants y colaboradores en 2009 que demostraba 

intercambio genético en moscas infectadas con parásitos de L. major por primera vez, se han 

sucedido numerosas pruebas que demuestran que estos procesos tienen lugar en Leishmania, 

tanto intraclonalmente356, como entre cepas de la misma especie354,357–359 y entre distintas 

especies.360 Para ello, se han utilizado combinaciones de especies y vectores permisivos y 
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no permisivos358 y proteínas fluorescentes para identificar los híbridos amarillos resultantes 

del cruzamiento de parentales que expresan proteínas fluorescentes rojas y verdes.356,357 La 

secuenciación genómica ha permitido demostrar que los híbridos de Leishmania formados 

son coherentes con una reproducción sexual de tipo meiótico en la que los híbridos de la 

generación F1 son heterocigotos para la mayor parte de los marcadores homocigotos 

parentales, con algunas excepciones que podrían deberse a pérdida de heterocigosidad o 

cambios en la ploidía.359,361 En el trabajo presentado por Inbar y colaboradores se demostró 

además la capacidad de cruzamiento de los híbridos intraespecíficos obtenidos, mientras que 

los híbridos interespecíficos fueron estériles.359 Recientemente se demostró por primera vez 

que Leishmania es capaz de realizar intercambio genético in vitro en el laboratorio, sin 

necesidad del insecto vector, utilizando dos cepas de L. tropica362, y se ha abierto la puerta 

a la posibilidad de que también pueda producirse intercambio genético entre amastigotes que 

se encuentran dentro de la misma vacuola parasitófora en especies del complejo L. 

mexicana.363  

Otra de las incógnitas que se ha tratado de resolver mediante los cruces de laboratorio es 

como se produce la herencia del kinetoplasto, ya que el genoma mitocondrial se hereda de 

forma uniparental en muchas especies eucariotas.364–366 Los primeros análisis de herencia de 

maxicírculos en T. brucei indicaban que la herencia era uniparental.367–369 mientras se 

comprobaba que en el caso de los minicírculos se encontraba una mezcla de genotipos 

parentales.370,371 Más tarde se identificaron algunos cruces en Trypanosoma que contenían 

mezcla de maxicírculos, especialmente al analizar etapas de crecimiento tempranas en la 

progenie híbrida obtenida.352,371,372 Esta aparente contradicción puede explicarse debido a 

deriva genética(20) que podría actuar mucho más rápido y fácilmente en el caso de los 

maxicírculos, al ser un número pequeño de moléculas, de modo que las sucesivas rondas de 

propagación clónica dejarían fijado por azar en relativamente pocas generaciones uno de los 

genotipos parentales, lo que no ocurre con los minicírculos por ser mucho más 

abundantes.372,373 En Leishmania, aunque la herencia uniparental del maxicírculo sí se ha 

comprobado360, no se han analizado híbridos en etapas tempranas tras el cruzamiento ni se 

había explorado hasta ahora la herencia de los minicírculos en la progenie híbrida.  
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6.1. Glosario 
 

1. Hipótesis de la reina roja (Red Queen Hypothesis):  Hipótesis que describe como la 

coevolución antagónica parásito-hospedador (oscilaciones de las frecuencias 

genotípicas de ambos) mantiene la diversidad. La presión ejercida por los parásitos en 

los hospedadores contribuye al mantenimiento del sexo, al seleccionar los genotipos 

menos comunes que pueden aparecer fácilmente por sexo/recombinación, lo que 

también tiene lugar en sentido contrario.277,280,289 

2. Eficacia biológica (Aptitud): La aptitud se refiere a la capacidad de los organismos, 

poblaciones o especies, para sobrevivir y reproducirse en el entorno en el cual se 

desarrollan, consiguiendo aportar sus genes a la siguiente generación.374 

3. Recombinación: Producción de nuevas combinaciones de alelos o genotipos mediante 

cruzamiento o conversión génica. La recombinación meiótica se refiere al intercambio 

de genes entre los pares de cromosomas homólogos, lo que rompe los desequilibrios de 

ligamiento entre loci.281,295 

4. Efecto o interferencia Hill-Robertson: La selección que actúa en un locus interfiere 

con la selección que actúa en un segundo locus vinculado, en una población de tamaño 

finito. La recombinación puede romper esta interferencia y mejorar la respuesta a la 

selección. 282,295 

5. Loci vinculados: los loci vinculados o ligados, son aquellos que tienden a heredarse de 

forma conjunta debido al lugar cercano en el que se encuentran dentro del mismo 

cromosoma.295 

6. Trinquete de Muller: los linajes asexuales sin recombinación con un tamaño de 

población finito acumularán mutaciones deletéreas (en forma de trinquete), de forma 

irreversible, terminando con su extinción. Es una consecuencia de la reproducción 

asexual.293  

7. Selección de fondo: proceso mediante el cual las mutaciones deletéreas recurrentes 

pueden afectar a la diversidad genética de los loci cercanos (vinculados), al actuar la 

selección contra los alelos deletéreos, disminuyendo el tamaño efectivo de la 

población.375  

8. Modelo de la lotería de Williams: la producción de una descendencia genéticamente 

variable se ve favorecida en entornos abióticos cambiantes. El sexo sería una estrategia 

de cobertura de apuestas, en la cual la producción de descendencia variable se asocia a 

una mayor aptitud media.277  
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9. Enfoque pluralista: El enfoque pluralista para explicar el mantenimiento de la 

reproducción sexual considera que son múltiples los factores o hipótesis que ocurren de 

forma no competitiva y simultánea los que permiten el mantenimiento del sexo en las 

poblaciones.278  

10. Autofecundación: modo de reproducción en la cual un individuo autofecunda sus 

propios gametos femeninos con sus propios gametos masculinos, dando lugar a una 

progenie con baja heterocigosidad en la mayoría de loci.376  

11. Endogamia: apareamiento que tiene lugar entre individuos relacionados genéticamente 

(emparentados por ascendencia) y que es más probable en poblaciones de pequeño 

tamaño. Las consecuencias a nivel de genética poblacional pueden ser similares a las 

que tienen lugar en poblaciones asexuales.376 

12. Segregación: separación de cada locus de su homólogo de forma que quede un alelo 

para cada gen. La segregación también rompe con los desequilibrios de ligamiento entre 

loci.295  

13. Heterocigosidad: proporción de heterocigotos en una población o muestra. A menudo 

el concepto es utilizado como medida de diversidad genética, y de forma menos 

frecuente también puede referirse a la proporción de loci heterocigotos que presenta un 

individuo en su genoma.334  

14. Equilibrio Hardy-Weinberg: equilibrio alcanzado por una población panmíctica con 

generaciones no superpuestas, que no está sujeto a deriva genética, selección, mutación 

o migraciones. En estas condiciones la población se encuentra en un equilibrio alélico y 

genotípico ρi
2 y 2 ρi (1 – ρi) para todos los alelos i y todas las generaciones en esas 

condiciones. El equilibrio Hardy-Weinberg se alcanza en una sola generación en estas 

condiciones.334  

15. Desequilibrio de ligamiento (LD): el equilibrio de ligamiento entre todos los loci 

solamente se alcanza tras varias generaciones de la población en equilibrio Hardy-

Weinberg, incluso en el caso de loci no ligados. El LD ocurre cuando sus haplotipos 

combinados no están en las frecuencias iguales al producto de sus frecuencias alélicas. 

Para dos loci A y B, cada uno con los alelos 1 y 2 en las frecuencias p1 y p2, o q1 y q2 

respectivamente, los loci se encuentran en equilibrio de enlace si el haplotipo A1_B1 se 

presenta en una frecuencia p1q1 en la población; la desviación de esa frecuencia indica 

LD. Las fuerzas evolutivas producen y mantienen el LD (deriva, migración, sistemas 

reproductivos).334   
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16. Aneuploidía: cambios en el número de cromosomas en un genoma. En Leishmania y 

otros protozoos parásitos, la aneuploidía es generalizada.344,376 

17. Modelo de evolución predominantemente clonal (PCE): Modelo propuesto por 

Tibayrenc y colaboradores para explicar el modo de reproducción de multitud de 

especies, entre ellas los tripanosomátidos, que indica que estas especies se reproducen 

mayoritariamente mediante reproducción sexual, y auqneu puedan tener acceso a algún 

tipo de reproducción sexual, los efectos derivados de la misma no son capaces de romper 

el umbral de clonalidad que permitiría que tuviese efectos en la población.317,330  

18. Quasi-clados: subdivisiones genéticas difuminadas debido al intercambio genético 

ocasional. Las poblaciones naturales de patógenos tienden a diferenciarse en 

subdivisiones genéticas estables en el espacio y el tiempo, pero debido a que se produce 

recombinación de forma ocasional, el término clado no es correcto porque entre 

verdaderos clados no existe recombinación).377,378   

19. Efecto Wahlund: fenómeno que tiene lugar cuando en un estudio de genética 

poblacional el muestreo se compone de individuos que pertenecen a subpoblaciones 

diferenciadas genéticamente, lo que tiene como consecuencia una pérdida de 

heterocigosidad en comparación con la heterocigosidad esperada bajo el supuesto de 

combinación aleatoria de gametos.376  

20. Deriva genética: mecanismo evolutivo que se refiere a las fluctuaciones aleatorias en 

las frecuencias alélicas que se dan de una generación a la siguiente debido a sucesos 

aleatorios, lo que puede dar lugar a la desaparición de ciertos rasgos en una población o 

a cambios en su frecuencia. Los efectos de la deriva genética son más pronunciados en 

poblaciones de pequeño tamaño.281,373  
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Objetivos del Capítulo 1 

Objetivo general: Evaluar el efecto leishmanicida de una colección de 20 

indenoisoquinolinas cuyo mecanismo de acción está relacionado con la inhibición de la 

DNA-topoisomerasa IB de Leishmania 

Objetivos específicos: 

‐ Evaluación de la actividad leishmanicida de una serie de indenoisoquinolinas frente 

a promastigotes y amastigotes de Leishmania en un modelo ex vivo de explante 

murino de bazos infectados y evaluación de la citotoxicidad frente a líneas celulares 

de mamífero. 

‐ Medida de la actividad de los compuestos frente a la DNA-topoisomerasa IB de 

Leishmania y la DNA-topoisomerasa IB humana. 

‐ Estudio de la fosforilación in vitro e in vivo de la histona H2A de Leishmania por 

indenoisoquinolinas. 

‐ Efecto de las indenoisoquinolinas en el ciclo celular de Leishmania y determinación 

del daño de doble cadena en su ADN.  

 

Objetivos del Capítulo 2 

Objetivo general: Estudiar la capacidad de una nanopartícula dendrimérica de 

polietilenglicol conjugada a doxorubicina mediante un enlace sensible a pH, (PG-DOX(pH)-

PEG) como vehículo en macrófagos infectados con Leishmania.  

Objetivos específicos: 

‐ Comparar la forma de entrada del conjugado PG-DOX(pH)-PEG con la doxorubicina 

libre  

‐ Evaluación de la citotoxicidad del conjugado utilizando dos líneas celulares 

establecidas de macrófagos (RAW264.7 y J774A.1) y esplenocitos murinos. 

‐ Determinación de la actividad leishmanicida en un modelo ex vivo de bazo 

procedente de ratones infectados con L. infantum. 

‐ Estudio de la localización celular del conjugado en células no infectadas e infectadas 

de Leishmania, y visualización de la colocalización del fármaco con los parásitos 

mediante microscopía confocal. 
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Objetivos del Capítulo 3 

Objetivo general: Avanzar en el conocimiento del intercambio genético de Leishmania 

investigando la producción de híbridos mediante cruces intraclonales e interespecíficos de 

Leishmania, en condiciones axénicas o en presencia de una línea celular procedente del 

vector Lutzomyia longipalpis (LULO). 

Objetivos específicos: 

‐ Obtención de híbridos mediante cruces experimentales intraclonales e 

interespecíficos utilizando distintos tipos de promastigotes en condiciones axénicas 

y en presencia de células LULO.   

‐ Caracterización genotípica (nuclear y extranuclear) de los híbridos obtenidos.  

‐ Caracterización fenotípica de los híbridos obtenidos. 
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Abstract 

DNA topoisomerases are considered consolidated druggable targets against diseases 

produced by trypanosomatids.  Several reports indicated that indenoisoquinolines, a 

family of non-camptothecinic based topoisomerase poisons, have a strong leishmanicidal 

effect both in vitro and in vivo in murine models of visceral leishmaniasis. The 

antileishmanial effect of the indenoisoquinolines implies several mechanisms that include 

the stabilization of the cleavage complex, histone H2A phosphorylation and DNA 

fragmentation.  

A series of 20 compounds with the indenoisoquinoline scaffold and several substituents 

at positions N6, C3, C8 and C9, were tested both in promastigotes and in intramacrophage 

splenic amastigotes obtained from an experimental murine infection. The antileishmanial 

effect of most of these compounds was within the micromolar or submicromolar range. 

In addition, the introduction of an N atom in the indenoisoquinoline ring  (7-

azaindenoisoquinolines) produced the highest selectivity index along with strong DNA 

topoisomerase IB inhibition, histone H2A phosphorylation and DNA-topoisomerase IB 

complex stabilization. 

This report shows for the first time the effect of a series of synthetic indenoisoquinolines 

on histone H2A phosphorylation, which represents a primary signal of double stranded 

DNA break in genus Leishmania. 
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Abstract 

Most drugs against visceral leishmaniasis must be administered parenterally. A controlled 

drug release at the target site can improve the efficacy and toxicity of antileishmanial 

drugs in clinical use. Amastigotes live and grow inside the parasitophorous vacuole of 

host resident macrophages. Therefore, antileishmanial drugs should accumulate in this 

compartment to kill the parasite and do not produce toxicity to the cell host. PEGylated 

dendritic polyglycerol conjugates (PG-PEG) can ensure a controlled drug release and the 

immune activation efficiency of the host. A dendritic PG conjugate with doxorubicin 

(DOX) attached through a pH-cleavable hydrazone linker (PG-DOX(pH)-PEG), is tested 

on murine macrophage cell lines and on ex vivo infected BALB/c splenocytes. As a 

control, a dendritic PG conjugate attached via a non-cleavable linker (PG-DOX(non)-

PEG) is used. DOX fluorescence is useful to monitor the fate of the drug inside the 

infected cells by flow cytometry and confocal microscopy. The results show that PG-

DOX(pH)-PEG slowly releases DOX inside the targeted macrophages, protecting the 

host of toxic drug concentrations. In addition, unlike free DOX, PG-DOX(pH)-PEG is 

actively internalized through the acidic endocytic pathway and colocalized surrounding 

the amastigotes. These results prove that PG-DOX(pH)-PEG is a promising candidate for 

releasing antileishmanial drugs in a controlled manner. 
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Abstract 

Diseases caused by trypanosomatids (Sleeping sickness, Chagas disease and 

leishmaniasis) are a serious public health concern in low-income endemic countries. 

These diseases are produced by single-celled parasites with a diploid genome (although 

aneuploidy is frequent) organized in pairs of non-condensable chromosomes. To explain 

how they reproduce through the study of natural populations, the theory of strict clonal 

propagation of these microorganisms was taken as a rule at the beginning of the studies, 

since it partially justified their genomic stability. However, numerous studies provide 

evidence of sexual reproduction, thus explaining certain naturally occurring events that 

link the number of meiosis per mitosis and the frequency of mating. Recent techniques 

have demonstrated genetic exchange between individuals of the same species under 

laboratory conditions, as well as the expression of meiosis specific genes. The current 

debate focuses on the frequency of genomic recombination events and its impact on the 

natural parasite population structure.  

This paper reviews the results and techniques used to demonstrate the existence of sex in 

trypanosomatids, the inheritance of kinetoplast DNA (maxi- and minicircles), the impact 

of genetic exchange in these parasites, and how it can contribute to the phenotypic 

diversity of natural populations. 
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Abstract 

Diseases caused by trypanosomatids are serious public health concerns in low-income 

endemic countries. Leishmaniasis is presented in two main clinical forms, visceral 

leishmaniasis - caused by L. infantum and L. donovani - and cutaneous leishmaniasis - 

caused by L. major, L. tropica and L. braziliensis. As for other trypanosomatids, sexual 

reproduction has been confirmed in these parasites, and formation of hybrids can contribute 

to virulence, drug resistance or adaptation to the host immune system. In the present work, 

the capability of intraclonal and interspecies genetic exchange has been investigated using 

three parental strains: L. donovani, L. tropica and L. major, which have been engineered to 

express different fluorescent proteins and antibiotic resistance markers in order to facilitate 

the phenotypic selection of hybrid parasites after mating events. Stationary and nectomonads 

promastigotes of each species were used, as well as two different in vitro conditions: 

parasites alone or parasites co-cultured on a monolayer of LULO cells (an embryonic cell 

line derived from Lutzomyia longipalpis). Several intraclonal hybrids were obtained with L. 

tropica as crossing progenitor, but not with L. donovani or L. major. In interspecies 

crossings, three L. donovani x L. major hybrids and two L. donovani x L. tropica hybrids 

were isolated, thereby demonstrating the feasibility to obtain in vitro hybrids of parental 

lines causing different tropism of leishmaniasis. Ploidy analysis revealed an increase in DNA 

content in all hybrids compared to the parental strains, and nuclear analysis showed that 

interspecies hybrids are complete hybrids, i.e. each of them showing at least one 

chromosomal set from each parental. Regarding kDNA inheritance, discrepancies were 
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observed between maxi and minicircle heritage. Finally, phenotypic studies showed either 

intermediate phenotypes in terms of growth profiles, or a decreased in vitro infection 

capacity compared to the parental cells.  

To the best of our knowledge, this is the first time that in vitro interspecies outcrossing has 

been demonstrated between Leishmania species with different tropism, thus contributing to 

shed light on the mechanisms underlying sexual reproduction in these parasites. 
 

1. INTRODUCTION 

Major pathogenic trypanosomatids, Trypanosoma brucei (responsible for sleeping sickness 

in Africa), Trypanosoma cruzi (responsible for Chagas disease in South America) and 

Leishmania spp. are single-celled protists causing some of the most neglected and deathful 

transmissible diseases produced by eukaryotes in low-income countries. Leishmania is a 

digenetic parasite transmitted to humans by species of sandflies of the genus Phlebotomus 

and Lutzomyia, which maintain the zoonotic cycle.1,2 In the definitive host, Leishmania 

causes different disorders: i) cutaneous leishmaniasis, produced by L. major and L. tropica 

in the Old World and by L. braziliensis in the New World, is the less severe form and may 

lead to the formation of disfiguring sores and scars in exposed parts of the body3; ii) 

mucocutaneous leishmaniasis, caused by the L. amazonensis complex in the New World, is 

a more severe presentation that can destroy the mucous membranes of mouth and nose4; iii) 

visceral leishmaniasis is responsible for swelling of internal organs and can be fatal if left 

untreated. It is produced by L. donovani and L. infantum in the Old World, and by L. chagasi 

(infantum) in the New World, and can derive into a rare skin form of the disease called post-

kala azar dermal leishmaniasis when the antimony therapy fails.5,6 

The mode of reproduction of these species is no longer just a basic biology issue, but a source 

of information that can provide explanations to important clues regarding parasite virulence, 

drug resistance or adaptation to the host immune system. Nowadays, it is unquestionable 

that sexual reproduction, including gene recombination and chromosome segregation, 

takes place in trypanosomatids. As for other eukaryotes, the genetic toolbox for the 

formation of gametes by reductive meiosis as well as their cytoplasmic fusion (syngamy) 

during mating, have been described in trypanosomatids.7–9 The debate is now focused on 

determining how frequent is sex and what is the impact exerted on species and natural 

populations of these parasites from an evolutive point of view.10–15  

Since the late 80s, there is confirmed evidence that, under controlled laboratory conditions, 

different strains of T. brucei are capable of generating viable hybrids by genetic exchange.16 
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It was observed that filial hybrid generations inherited gene markers from each parent strain. 

In addition, this genetic exchange took place in the salivary glands of tsetse flies.16,17 The 

filial generation shared characteristics from both parental strains (biparental inheritance), but 

some specific characteristics such as the occurrence of a proportion of filial hybrids with 

variable ploidy18, or the existence of mating types capable of self- and non-self-recognition, 

were also reported.19 Finally, thanks to the use of transgenic fluorescent strains, mating 

phenomena and gamete production could be observed.20–22 

The results obtained with Leishmania spp. are more recent and confirm those obtained with 

other trypanosomatids. The use of antibiotic resistance markers served to detect the first 

interclonal genetic exchange event between different strains of L. major in the presence of 

either the natural vector Phlebotomus duboscqi, or the permissive Lutzomyia 

longipalpis sandfly. Similar to T. brucei, a percentage of the hybrid generation had an 

unexpectedly higher ploidy than that of the parental strains.23,24 Furthermore, viable hybrids 

that partly retained the visceralization capacity in mouse were obtained between two 

identical clones of L. infantum (self-mating or selfing).25 Moreover, hybrids were also 

produced between strains of different species, such as L. infantum and L. major, whose filial 

hybrid generation retained part of the characteristics of each parent.26  

Until 2020, genetic exchange events in Leishmania had only been demonstrated in the 

midgut of the permissive Lu. Longipalpis or non-permissive Ph. papatasi and Ph. 

duboscqi sand flies fed with infected blood. However, a recent work demonstrated that these 

events could also take place between promastigotes in the absence of the insect vector in 

axenic conditions27, and might be possible even between amastigotes within the macrophage 

phagolysosome.28 These new findings could significantly facilitate this type of studies.  

Other important results obtained from genetic exchange processes were related to the 

inheritance of extrachromosomal kinetoplast DNA (kDNA). kDNA is an intricate mesh of 

both maxicircles (few in number and equivalent to mitochondrial DNA) and minicircles 

(very numerous and responsible for the editing of parasite mRNAs).29 Genetic exchange 

experiments with different strains of T. brucei showed that unlike minicircles30, the DNA 

content of the maxicircles from filial hybrids seems to have uniparental origin, although 

recent results suggest the early biparental inheritance of maxicircles.31 

Encouraged by the importance of genetic exchange in Leishmania we have proceeded to 

perform interspecies and intraclonal hybridization studies between lines of L. donovani, L. 

tropica and L. major. These experiments have been conducted in the absence of the vector, 

but assessing the effect of an embryonic cell line from the permissive vector Lu. 

longipalpis (LULO cells) as feed layer for hybridization experiments. The inheritance of the 
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hybrids obtained from each of the parental strains, their ploidy, kDNA composition, viability 

and infectivity in macrophages have been analysed to contribute to decipher the mechanism 

behind reproduction in Leishmania. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Animals and infections 

 Six-to-eight weeks old female Balb/c mice, purchased from Janvier Laboratories (St 

Berthevin Cedex, France) were used to maintain the Leishmania strains. Mice were infected 

intraperitoneally with 5x108 metacyclic promastigotes of different Leishmania strains (see 

below) and after 6 weeks, animals were euthanized. Livers and spleens were aseptically 

processed in order to recover the parasites as previously described.32  

Experiments in this study involving animals have been carried out in accordance with 

Spanish and European Union legislation (RD 53/2013 and 2010/63/EU, respectively). The 

protocols used in this study have been approved by the Ethics Committee of the University 

of León (Spain), Project license number OEBA-ULE-007-2019.  

2.2. Parasites and growth curves 

 Parental strains, L. donovani MHOM/ET/67/HU3, also known as LV9 or L-82 (kindly 

provided by Dr. Philippe Loiseau, Université Paris-Sud, Paris, France), L. major LV39c5 

(RHO/SU/59/P) (kindly provided by Dr. Stephen M Beverley, Washington University 

School of Medicine, Saint Louis, USA), L. tropica MRAT/IQ/72/ADHANIS1 (kindly 

provided by Dr. José M. Requena, CBM, UAM, Madrid, Spain) and hybrid parasites were 

cultured at 26C in M199 medium (Sigma), supplemented with 25 mM HEPES pH 6.9, 10 

mM glutamine, 7.6 mM hemin, 0.1 mM adenosine, 0.01 mM folic acid, 1x RPMI 1640 

vitamin mix (Sigma), 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), and antibiotic 

mixture (200 U/mL penicillin and 200 µg/mL streptomycin). Stationary-phase parasites 

were harvested after 7 days in culture, while nectomonad promastigotes were collected 72 

hours after starting the culture. Both nectomonad and stationary phase promastigotes were 

confirmed microscopically before performing the experiments.  

To prepare growth curves, parental and hybrid lines were seeded at a density of 106 

promastigotes/mL in complete M199 medium and parasite numbers were determined daily 

on a Z1 Beckman Coulter. 
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2.3. LULO cell cultures 

LULO cells were kindly provided by Dr. Felio Jesús Bello (Universidad de la Salle, Sede 

Norte, Bogotá, Colombia). LULO is an adherent embryonic cell line derived from the 

permissive sandfly Lutzomyia longipalpis.33 LULO cells were cultured in monolayer at 26C 

in L-15:Grace´s (1:1) medium (both from FisherScientific) supplemented with 10% FBS and 

antibiotic mixture until reaching confluence between passages. Interaction between parental 

promastigotes and LULO cells was tested by seeding 2x104 LULO cells in 8-well Ibidi 

chambers and adding promastigotes 24 hours later at a 1:5 ratio. Interaction was visualized 

by confocal microscopy. For this purpose, parasites were stained with Hoechst 33342 (Fisher 

Scientific) during 30 minutes at 37C and images were acquired on a Zeiss LSM800 confocal 

microscope.  

2.4. Generation of fluorescent-transgenic lines of Leishmania  

To perform in vitro crossing experiments, one of the transgenic lines was generated 

previously in our lab, namely L. major mCh HYG (expressing the gene encoding mCherry 

(mCh) and the hygromicin resistance cassette (HYG)). In addition to this transgenic line, 

some new fluorescent cell lines were generated after electroporation of the corresponding 

plasmids (see below) and further selection of the parasites on semisolid medium containing 

specific antibiotic markers (see below).34  

On the one hand, L. donovani mCh HYG and L. tropica mCh HYG were obtained after 

electroporation of these strains with pLEXSY-mCh-HYG construct35 and subsequent 

selection of transfectants in medium containing hygromycin (200 µg/mL). On the other hand, 

electroporation of promastigotes of L. tropica with pLEXSY-iRFP-PAC32 and further 

selection of transfectants in medium with puromycin (200 µg/mL), gave rise to L. tropica 

iRFP PAC, which constitutively expresses the iRFP gene. Finally, electroporation of 

promastigotes of L. donovani, L. major and L. tropica with the construct pLEXSY-CTN-

PAC (see below) and selection of transfectants in medium with puromycin (200 µg/mL) 

gave rise to L. donovani CTN PAC, L. major CTN PAC and L. tropica CTN PAC, 

respectively, which produce the citrine (CTN) protein. For the construct of pLEXSY-CTN-

PAC (Figure 1A), the gene encoding CTN was amplified by PCR from the plasmid 

pLEXSY-CTN-HYG25 using the primers RBF921, which contains the sequences for XhoI 

and BglII at the 5´-end, and RBF614, the latter containing the sequences for NotI at the 5´-

end (Table 1). The fragment obtained (CTN; 720 bp) included the kozak sequence for 

improved expression of the fluorescence protein. Then, it was digested with XhoI and NotI, 

and cloned in a pBluescript SK (Agilent), thus forming pSK-CTN fragment. In the next step, 

plasmids pSK-CTN and pLEXSY-hyg2 (Jena Bioscience) were digested with BglII and NotI, 
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and the fragment CTN was cloned in the pLEXSY-hyg2 vector, thus obtaining pLEXSY-

hyg2-CTN. Finally, pLEXSY-CTN-PAC was generated after digestion of pLEXSY-hyg2-

CTN with SpeI and NotI in order to replace the fragment HYG-utr2 with the fragment PAC-

HSP70. This fragment was obtained from pLEXSY-iRFP-70-PAC after digestion with SpeI 

and NotI, and contains the HSP70 downstream region, which has been reported to help 

increase the expression of the reporter gene included in pLEXSY vectors.32 
  

Table 1: Primers used in this work 

Product name Primers Product (bp) Use 

Citrine25 
RBF921,FW: ccgCTCGAGgaAGATCTCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGG 

RBF614, RV: ataagaatGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
720 ORF cloning 

Hygromycine35 
RBF646, FW: ATGAAAAAGCCTGAACTCACC 

RBF647, RV: CTATTCCTTTGCCCTCGGAC 
1025 

Characterization 

of transformants 

Puromycin32 
RBF774, FW: ATGACCGAGTACAAGCCCACG 

RBF775, RV: TCAGGCACCGGGCTTGCGG 
720 

Characterization 

of transformants 

mCherry 
TOX43, FW: TGGCCATCATCAAGGAGTTCA 

TOX44, RV: CCCTCGGCGCGTTCGT 
711 

Characterization 

of transformants 

Citrine 
TOX41, FW: CGAGGAGCTGTACACCGGG 

TOX42, RV: ACGAACTCCAGCAGGACCAT 
717 

Characterization 

of transformants 

iRFP32 
RBF843, FW: ATGGCGGAAGGATCCGTCGC 

RBF844, RV: TCACTCTTCCATCACGCCGATC 
950 

Characterization 

of transformants 

Calmodulin-

binding 

TOX59, FW: CTGAACCGGATGCAGATTCGTGAG 

TOX60, RV: CTTGTTGCGTGTCGTCTCGATCTG 
786 

Genomic SNP-

CAPs 

ABC transporter 
TOX61, FW: ATGGACTTGGTGCAGCTGCAGCGA 

TOX62, RV: GATGTCATCGCACAGGGACGTAATG 
2091 

Genomic SNP-

CAPs 

Sec20 
TOX63, FW: GGACCAGGCGCTACACGAGCTGAT 

TOX64, RV: GACACGCGCAGCAGCAGATCATCG 
618 

Genomic SNP-

CAPs 

Rad9 
TOX65, FW: GGCTGAGCGACGGCATCGAGATCAG 

TOX66, RV: CCTCGTTGGCGGAGGTGTAGGTGC 
1956-1959 

Genomic SNP-

CAPs 

Asparaginase 
TOX69, FW: CGTCGCCGGATACCTGACGGAGC 

TOX70, RV: GGTGATTTCGCCTCGCAGATTCTG 
1015 

Genomic SNP-

CAPs 

Paraflagellar rod 

protein 

TOX67, FW: ATGAGCATCGCTGCGGACATGGCGT 

TOX68, RV: CTACTCGGTGATCTGTCGCACCGTC 
1800 

Genomic SNP-

CAPs 
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Ribosomal protein 

L22p/L17e 

TOX55, FW: ATGCCGAAGCCAGCCCCTCGGTAC 

TOX56, RV: CAGCAGTGATGGCGGGCACGTCCA 
829 

Genomic SNP-

CAPs 

Fumarate 

hydratase 

(Fumerase) 

TOX45, FW: ATGTCTCTGTGCGACCA 

TOX46, RV: TCACGCAAGCGTCTTCG 
1707 

Genomic SNP-

CAPs 

Aquaglyceroporin 

1 

TOX51, FW: GGCTACGCGAGTATGTTGCC 

TOX52, RV: AAGACATACAAGAACATGCCGA 
688-736 

Genomic SNP-

CAPs 

2-oxoisovalerate 

dehydrogenase β-

subunit 

TOX49, FW: AGCGTTCAACCGAGTGAGTT 

TOX50, RV: AAGTGCACCACGGACTTGAT 
1025 

Genomic SNP-

CAPs 

A236 
L2: TTGGCAATGCGAGCGTCACAGTC 

R3: CAACGCGTACGATAATGCCACA 
230/480 

Genomic 

amplification 

ACTIN 
TOX83, FW: AATGGCTGACAACGAGCAGA 

TOX84, RV: CACTTGTTGTGCACGATGCT 
1125 

Genomic 

sequencing 

ITS37 
(LITSR); TOX75, FW: CTGGATCATTTTCCGATG 

(L5.8S); TOX76, RV: TGATACCACTTATCGCACTT 
420 

Strain 

confirmation 

ND738 
TOX97, FW: GTGCATTTATGCGTTTATTAATGTG 

TOX98, RV: ACAACATCAACATTACCAATAACTGC 
800 

Maxicircle SNP-

CAPs 

CYTB26 
TOX99, FW: AGCGGAGAGRARAGAAAAGG 

TOX100, RV: : GYTCRCAATAAAATGCAAATC 
618 

Maxicircle SNP-

CAPs 

ND526 
TOX103, FW: GAYGCDATGGAAGGACCDAT 

TOX104, RV: CCACAYAAAAAYCAYAANGAACA 
456 

Maxicircle SNP-

CAPs 

12sRNA26 
TOX101, FW: AACTARTGAWGGCACAGTTGTTCT 

TOX102, RV: ACCCAACTAACGAATTGCWTTT 
818 

Maxicircle SNP-

CAPs 

MINICIRCLES 1 

(MIN 1)39 

TOX73, FW: CCAGTTTCCCGCCCCG (KDNA-F) 

TOX74, RV: GGGGTTGGTGGTGTAAAATAG (KDNA-R) 
780 

Minicircle 

amplification 

MINICIRCLES 2 

(MIN 2)40 

TOX75, FW: TAATATAGTGGGCCGCGCAC 

TOX76, RV: CCGACATGCCTCTGGGTAGG 
<250 – 1000 

Minicircle 

amplification 

The correct integration of both the reporter and antibiotic resistance cassettes in the 

Leishmania genome was tested by PCR. In addition, fluorescent signal was checked by flow 

cytometry (MACSQuant Analyzer 10) and confocal microscopy. For this purpose, 2x104 

exponential phase promastigotes were collected, washed twice in 1xPBS and placed in 8-

well Ibidi chambers previously treated with poly-L-lysine (Sigma). Parasites were stained 

with Hoechst 33342 (Fisher Scientific) during 30 minutes at 37C and images were acquired 

on a Zeiss LSM800 confocal microscope. 
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2.5. Crossing experiments 

In vitro hybrids were generated by mixing equal numbers (2.5x106) of parental 

promastigotes, either on empty 96 well plates or on 96 well plates previously seeded with 

confluent LULO cells. Several days after mixing parental cell lines (3, 6 or 9 days, depending 

on the experiment) parasites were transferred into 48-well plates including fresh complete 

M199 medium containing the selection antibiotics (puromycin and hygromycin, 100 µg/mL 

each), in order to select the double resistant hybrids generated due to genetic exchange. For 

these experiments, promastigotes from different cell cycle stages were used in order to 

compare the differences between nectomonad and stationary phase promastigotes.  

2.6. Analysis of DNA content 

 Ploidy of hybrids and parental strains was determined through the analysis of their total 

DNA content. Briefly, 1x106 promastigotes were collected, washed twice in 1xPBS and 

fixed by adding 70% ethanol dropwise in vortex. Samples were kept at -20C during at least 

24 hours and up to 1 week until analysis. For this, fixed cells were washed again in 1xPBS 

twice, stained with propidium iodide (40 µg/mL) and treated with 200 µg/mL RNase (Sigma) 

at 37C during 30 minutes. Analysis was carried out on MACSQuant Analyzer 10 flow 

cytometry equipment. Data were analysed with FlowJo v10 software. L. major Friedlin (2n) 

and L. braziliensis Mb2904 (3n) were used as ploidy-content reference cell lines in order to 

compare them with hybrids and parental strains. 

2.7. Identification of parental Leishmania strains 

The characterization of parental Leishmania strains was performed by sequencing ITS1 

(Internal Transcribed Spacer 1 region between the ssu and 5-8 rRNA genes)37, using the 

primers described in Table 1.  

2.8. Single Nucleotide Polymorphisms Cleaved Amplification 
Polymorphic site (SNP-CAPs): 

 Analysis of specific loci placed on different chromosomes and kinetoplastid DNA in the 

interspecific hybrids (L. donovani mCH HYG x L. major CTN PAC and L. donovani mCh 

HYG x L. tropica iRFP PAC) and in their parental strains was carried out by SNP-CAPs 

using the SNP2CAPS tool described by Thiel et al., (2004).41 Detailed description of the 

genes, primers, SNPs, restriction enzymes used for this purpose and the size of the predicted 

products in each Leishmania strain can be found in Table 2. 
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Table 2: Genes tested by SNP-CAPs. The gene name, gene identification (ID), location, the name 
of forward and reverse primers used for PCR amplification (sequence of these primers can be found 
in Table 1), SNP position, as well as the expected band sizes after digestion with the suitable 
restriction enzymes, are shown. 

Gene name ID Location Primers SNP 
position 

RE Predicted products (bp) 

L. donovani L. major L. tropica 

Calmodulin-
binding 

LdBPK.01.2.000260 

LMJLV39_010007500 

LTRL590_010007500 

Chr. 1 TOX59 

TOX60 

608 MscI 
(MlsI) 

608 + 178 786 786 

ABC Transporter LdBPK.03.2.000150 

LMJLV39_030006600 

LTRL590_030006400 

Chr. 3 TOX61 

TOX62 

206 NruI 2091 1885 + 
206 

n.a 

PmlI 2091 n.a 1812 + 279 

Sec20 LdBPK.11.2.000300 

LMJLV39_110008400 

LTRL590_110008700 

Chr. 11 TOX63 

TOX64 

158 + 
204 

BcnI (NciI) 414 + 158 + 
46 

618 618 

Rad9 LdBPK.15.2.001040 

LMJLV39_150016800 

LTRL590_150016300 

Chr. 15 TOX65 

TOX66 

938 MluCI 
(TasI) 

1018 + 938 1956 n.a 

491 AvaII 
(Eco47I) 

1956 n.a 1468 + 491 

cytoplasmic l-
asparaginase i-like 

protein 

LdBPK.15.2.000440 

LMJLV39_150009800 

LTRL590_150009200 

Chr. 15 TOX69 

TOX70 

832 EcoRV 
(Eco32I) 

832 + 183 1015 1015 

Paraflagellar rod 
protein 

LdBPK.16.2.001510 

LMJLV39_160021000 

LTRL590_160021500 

Chr. 16 TOX67 

TOX68 

925 XhoI 1800 925 + 
875 

n.a 

1441 NruI 1441 + 359 n.a 1800 

Ribosomal protein 
L22p/L17e 

LdBPK.22.2.000700 

LMJLV39_220013900 

LTRL590_220012400 

Chr. 22 TOX55 

TOX56 

593 MluCI 
(TasI) 

593 + 236 829 829 

Fumarate hidratase LdBPK.29.2.002080 

LMJLV39_290027300 

LTRL590_290026600 

Chr. 29 TOX45 

TOX46 

935 MluCI 
(TasI) 

1707 955 + 
772 

955 + 772 

Aquaglyceroporin 
1 

LdBPK.31.2.000030 

LMJLV39_310005100 

MG797692.1 

Chr. 31 TOX51 

TOX52 

279 MluCI 
(TasI) 

457 + 279 736 688 

2- oxoisovalerate 
dehydrogenase 

beta subunit 

Ld .35.2.209420 

LMJLV39_350005400 

LTRL590_350005500 

Chr. 35 TOX49 

TOX50 

609 HpaI 
(KspAI) 

609 + 416 1025 1025 

CYTB FJ416603.1 

MK514113.1 

MN904525.1 

Maxicircle TOX99 

TOX100 

618 TatI 420 + 140 + 
60 

252 + 
228 + 
141 

n.a. 

NdeI 621 n.a. 525 + 96 

ND5 FJ416603.1 

MK514113.1 

MN904525.1 

Maxicircle TOX103 

TOX104 

456 BglII 464 258 + 
206 

n.a. 

EcoRI 335 + 129 n.a. 464 
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2.9. Determination of inheritance in polyploid hybrids 

In order to determine the origin of the extra chromosome sets in the different hybrids, we 

based on the experiment carried out by Romano et al in 2014.26 Simulated 3n and 4n hybrids 

were created by mixing parental DNA in 1:1, 1:2 and 2:1 ratios (for the L. donovani x L. 

major hybrids) and 1:1, 1:3 and 3:1 ratios (for the L. donovani x L. tropica hybrids). Then, 

several loci were analysed by SNP-CAPs as indicated above. Subsequently, the ratio 

obtained between the largest band digested with the restriction enzyme belonging to one 

parental allele, and the uncut band corresponding to the allele of the other parental, was 

calculated using the Gene Tools 4.3.9 (Syngene) software. The ratio obtained in simulated 

3n and 4n was compared to that obtained by the hybrids, thus allowing us to classify the 

hybrids according to one of the control ratios by statistical analysis using k-means analysis 

in SPSS COR statistical software. 

2.10. In vitro infections:  

The ability of intraclonal and interspecies hybrids to infect in vitro was tested in RAW 

murine macrophages. For this purpose, 5x104 RAW cells were seeded in 8-well Ibidi 

chambers and infected in a proportion of 1:10 with promastigotes. After 2 hours, the co-

culture was washed three times in PBS. Three days after the infection, samples were stained 

with Hoechst 33342 (Fisher Scientific) during 30 minutes at 37C, and images were acquired 

on a Zeiss LSM800 confocal microscope. 

The in vitro infective competence of hybrids vs. parents was determined using bone marrow-

derived macrophages (BMMs) obtained from Balb/c mice. Briefly, after euthanasia, the 

animals were dissected and the femur and tibia were cleaned and separated in sterile 

conditions using scissors and forceps. The heads of the bones were cut off, and 5 mL of 

1xHBSS (Hanks Balanced Salt Solution) were insufflated through the channel bone with a 

25G syringe. The undifferentiated cells were collected42 and frozen. Upon use, cells were 

thawed and the protocol proposed by Legarda was followed.43 Briefly, cells were placed in 

5 mL of differentiation medium, which contains RPMI supplemented with 10% FBS and 30% 

L929 supernatant (L929 fibroblast cells produce rM-CSF - recombinant macrophage colony 

stimulating factor -), in a small petri dish to allow them to attach, and 24 hours later, they 

were collected and seeded in 10 mL of differentiation medium in a 10-cm non-treated petri 

dish. On day 4, 5 mL of differentiation medium were added and BMMs were ready for 

parasite infection on day 7. Stationary phase promastigotes (7 days of culture) or amastigotes 

of each parental and hybrid strains were added to differentiated-macrophages at 1:5 ratio for 

2 hours (promastigotes) or at 1:10 ratio for 6 hours (amastigotes) and maintained at 37°C. 

Later, non-internalised parasites were washed twice with PBS. After 3 days, samples were 
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fixed in 100% methanol and stained with Giemsa. Then, pictures were acquired with a Nikon 

microscope and 100 macrophages per parasite-cell-line were analysed for the presence of 

amastigotes, which were counted in three independent experiments.  

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Generation of engineered parental cell lines 

In order to ease the phenotypic analysis of the parental and hybrid strains, in addition to L. 

major mCh HYG, which had been already generated in our laboratory and was able to stably 

express the gene encoding mCh and the hygromycin resistance cassette35, we prepared six 

other novel transgenic strains (see Materials and Methods). L. donovani mCh HYG and L. 

tropica mCh HYG are able to constitutively express the gene encoding mCherry and the 

hygromycin resistance cassettes. L. tropica iRFP PAC is able to express both the iRFP gene 

and the puromycin resistance cassette, whereas L. donovani CTN PAC, L. tropica CTN PAC 

and L. major CTN PAC were obtained after electroporation with pLEXSY-CTN-PAC 

(Figure 1A). These strains are able to produce the CTN protein and are resistant to puromycin. 

After the analysis of these transgenic strains by PCR to confirm the integration of both the 

reporter and antibiotic resistance cassettes, and analysis by flow cytometry (MACSQuant 

Analyzer 10), the fluorescent parasites were visualized with different wavelengths by 

confocal microscopy (Figure 1B).  

 

 

Figure 1. Engineered Leishmania parental strains. A. Schematic representation of pLEXSY-

CTN-PAC. 
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Figure 1 (cont.). Engineered Leishmania parental strains. B. Representative confocal microscopy 
pictures of promastigotes of the parental fluorescent strains of Leishmania used for the intraclonal 
and interspecies outcrossings. Lt mCh HYG: L. tropica mCh HYG (561 nm); Lt CTN PAC: L. 
tropica CTN PAC (488 nm); Lt iRFP PAC: L. tropica iRFP PAC (640 nm); Ld mCh HYG: L. 
donovani mCh HYG (561 nm); Ld CTN PAC: L. donovani CTN PAC (488 nm); Lm mCh HYG: L. 
major mCh HYG (561 nm); Lm CTN PAC: L. major CTN PAC (488 nm). 

 

3.2. Formation and characterization of intraclonal hybrid strains in vitro  

Stationary-phase promastigotes of L. tropica mCh HYG and L. tropica CTN PAC were 

mixed in the presence of a feed layer of cells isolated from Lu. longipalpis embryos (LULO 

cells) (Figure 2A), and the double selection of antibiotics (puromycin and hygromycin) was 

started at three different time points: days 3, 6 and 9 post-mixing. Two different experiments 

were carried out, and as shown in Table 3, the highest ratio of hybrid formation was achieved 

when antibiotic selection was performed at day 3 post-mixing.  

 

Table 3. Intraclonal hybrid formation in L. tropica 
 

 Addition of antibiotics (days pot-mixing) Percentage of positive wells 

L. tropica mCh HYG 

x 

L. tropica CTN PAC 

3 days 
    Exp. 1: 2.34% (9/384) 

    Exp. 2: 10.67% (41/384) 

6 days 
    Exp. 1: 1.3% (5/384) 

    Exp. 2: 2.6% (10/384) 

9 days 
    Exp. 1: 0.78% (3/384) 

    Exp. 2: 0% (0/384) 
 

These hybrids have yellow color (using both red and green channels for microscopic 

visualization) (Figure 2B), are resistant to puromycin and hygromycin, and show lower 

growth rate (lower number of promastigotes during the stationary phase) than the parental 

lines (Figure 2C). To confirm the inheritance of DNA from parental strains in the hybrid 
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filial strains, we amplified the genes conferring antibiotic resistance and the genes encoding 

fluorescent proteins using the primers listed in Table 1. Figure 2D shows agarose gels of the 

amplification products of the L. tropica strain before mating and in three hybrids. These 

results clearly show that unlike the parental strains, the hybrids contain genes from both 

parents either for antibiotic resistance or for fluorescence emission, thus confirming that 

genetic exchange events occurred during the outcrossing. 

Typically, the outcrossing experiments carried out in trypanosomatids have been performed 

in the midgut of the vector's digestive tract between promastigotes.23–26,44,45 These 

experiments consisted of feeding the insect vectors with blood infected with both strains of 

parental promastigotes to be crossed, with mating taking place in the midgut of the insect (in 

the case of Leishmania). A recent paper, however, described the mating of two different 

strains of L. tropica promastigotes in axenic conditions.27 The yield of hybrids obtained, 

although significant, was much lower than that obtained in the presence of the insect.45 

Considering these results, we performed intraclonal mating experiments in vitro using a feed 

layer of LULO cells, which were used to mimic the conditions within the insect midgut. L. 

tropica was initially chosen as model microorganism due to the fact that this species has a 

greater mating success in flies.45 Stationary-phase promastigotes were selected because they 

are less mobile and allowed us to maintain the culture for up to 9 days without disturbing 

the LULO cell monolayer. 

 

 

Figure 2. Characterization of intraclonal hybrids. A. Confocal microscopy showing the 
interaction between LULO cells and parental cell lines of L. tropica before mating. 
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Figure 2 (cont.). Characterization of intraclonal hybrids. B. Representative image of confocal 
microscopy of one hybrid clon of L. tropica mCh HYG x L. tropica CTN PAC and fluorescence 
emission in the mCh (561 nm) and CTN (488 nm) channels. C. Growth curves (number of 
promastigotes in culture during 7 days) of the parental L. tropica mCh HYG (Lt mCh) and L. tropica 
CTN PAC (Lt CTN), and three representative intraclonal hybrids (Lt mCh x Lt CTN 1, 2 and 3). D. 
Agarose gels of the electrophoresis of the PCR products obtained after the amplification of the genes 
encoding fluorescent proteins (mCh and CTN) and antibiotic resistance (HYG or PAC) in the 
parental (P) and three representative intraclonal hybrids (H). The arrowheads indicate the 1000 bp 
band in the DNA molecular weight marker (M). 

We also attempted to generate intraclonal hybrids for other Leishmania species, namely L. 

major (L. major mCh HYG x L. major CTN PAC) and L. donovani (L. donovani mCh HYG 

x L. donovani CTN PAC). Based on our previous results with L. tropica, we used stationary-

phase promastigotes and LULO cells, and the addition of selection antibiotics was carried 

out on day 3 after mixing. Unfortunately, no hybrids were obtained under these conditions. 

Therefore, we decided to modify the promastigote phase of growth and use nectomonads in 

addition to stationary-phase promastigotes in the absence of LULO cells in an attempt to 

increase the probability of success, since as previously reported, mating-competent forms of 

Leishmania can also occur in axenic conditions.27 Despite these modifications, we could not 

obtain intraclonal hybrids between these two Leishmania species. These results confirm the 
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better capacity of L. tropica to generate mating-competent forms compared to L. major45 

and, as shown in this work, to L. donovani as well. 

3.3. Formation and characterization of interspecies hybrid strains in 
vitro 

Interspecies hybrid formation was also attempted between L. donovani x L. major, L. 

donovani x L. tropica and L. major x L. tropica, using either stationary-phase promastigotes 

or nectomonads and in the presence and absence of LULO cells. Two different experiments 

were performed and addition of antibiotics was carried out on day 3 after mixing. As shown 

in Table 4, three hybrids (0.78% success) were obtained between stationary-phase 

promastigotes of L. donovani  mCh HYG x L. major CTN PAC, which have yellow color 

(using red and green channels for visualization) (Figure 3A left panel) and are resistant to 

both hygromycin and puromycin. On the other hand, two hybrids (0.52% success) were 

formed in the absence of LULO cells between nectomonads of L. donovani  mCh HYG x L. 

tropica iRFP PAC, which have yellow color (using red and far red channels for visualization) 

(Figure 3A right panel) and are resistant to both antibiotics. No hybrid progeny was obtained 

after crossing L. tropica x L. major, which can be related to the low success rate observed 

for the in vitro mating. Indeed, interspecies crosses occurred with a low success rate, and 

regardless the promastigote type stage (stationary phase or nectomonads) or the presence of 

an insect cellular feed layer, which confirms that LULO cells are not strictly required for in 

vitro formation of hybrids.   

 

Table 4. Interspecies crossings performed with L. donovani, L. major and L. tropica, and the success 
rate (percentage of hybrids obtained) using different mating parental lines, different promastigote 
stages and in the presence and absence of LULO cells. 
 

Crossing experiments L. tropica iRFP PAC 
x L. major mCh HYG 

L. donovani  mCh HYG x 
L. tropica iRFP PAC 

L. donovani  mCh HYG x 
L. major CTN PAC 

Nectomonads 
Exp1: 0% (0/384) Exp 1: 0.52% (2/384) Exp 1: 0% (0/384) 

Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) 

Nectomonads + LULO 
cells 

Exp 1: 0% (0/384) Exp 1: 0% (0/384) Exp 1: 0% (0/384) 

Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) 

Stationary 
promastigotes 

Exp 1: 0% (0/384) Exp 1: 0% (0/384) Exp 1: 0% (0/384) 

Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) 

Stationary 
promastigotes + LULO 

cells 

Exp 1: 0% (0/384) Exp 1: 0% (0/384) Exp 1: 0% (0/384) 

Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0% (0/384) Exp 2: 0.78% (3/384) 
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L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC and L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP 

PAC hybrids showed a growth profile in between their parental strains; the highest parasite 

number being provided by the parental L. donovani mCh HYG and the lowest parasite 

number being provided by the other parental strains (i.e. L. major CTN PAC and L. tropica 

iRFP PAC) (Figure 3B). Inheritance of the parental antibiotic resistance and reporter genes 

in the hybrid filial strains was confirmed by PCR amplification using the primers listed in 

Table 1. Figure 3C shows agarose gels of the amplification products in the parental and 

hybrid strains, thus confirming inheritance of the above-mentioned genes.  

To the best of our knowledge, this is the first report describing in vitro interspecies 

outcrossing in Leishmania, and in this specific case, between species with different tropism; 

i.e. visceral (L. donovani) and cutaneous (L. tropica and L. major).  
 

 

 
Figure 3. Characterization of interspecific hybrids. A, left panel. Representative merged images 
of confocal microscopy and fluorescence emission in the mCh (561 nm) and CTN (488 nm) channels 
of one hybrid clone obtained after the outcrossing of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC 
(Ld mCH HYG x Lm CTN PAC. A, right panel. Representative merged images of confocal 
microscopy and fluorescence emission in the mCh (561 nm) and iRFP (640 nm) channels of one 
hybrid clone obtained after the outcrossing of L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld 
mCH HYG x Lt iRFP PAC. B, left panel. Growth curves (number of promastigotes in culture during 
7 days) of the parental strains L. donovani  mCh HYG (Ld mCh) and L. major CTN PAC (Lm CTN) 
and the interspecies hybrids Ld mCh x Lm CTN 1, 2 and 3. B, right panel. Growth curves (number 
of promastigotes in culture during 7 days) of the parental strains L. donovani mCh HYG (Ld mCh) 
and L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP), and the interspecies hybrids Ld mCh x Lt iRFP 1 and 2. 
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Figure 3 (cont.). Characterization of interspecific hybrids. C, left panel. Agarose gels of the 
electrophoresis of the PCR products obtained after the amplification of the genes encoding 
fluorescent proteins (mCh and CTN) and antibiotic resistance (HYG or PAC) in the parental strains 
(P) and in the three interspecies hybrids (H) obtained after the outcrossing of L. donovani mCh HYG 
x L. major CTN PAC. C, right panel. Agarose gels of the electrophoresis of the PCR products 
obtained after the amplification of the genes encoding fluorescent proteins (mCh and iRFP) and 
antibiotic resistance (HYG or PAC) in the parental strains (P) and in the two interspecies hybrids (H) 
resulting from the outcrossing of L. donovani  mCh HYG x L. tropica iRFP PAC. The arrowheads 
indicate the 1000 bp band in the DNA molecular weight marker (M). 
 

3.4. Ploidy profile of hybrids 

Once the hybrids were identified phenotypically, namely by their dual antibiotic resistance 

and mixed color detected by confocal microscopy, the ploidy of both the parental and filial 

generations was determined by flow cytometry in order to assess whether reductive or 

additive chromosome processes might have occurred after mating.  

Figure 4A shows a representative chart of flow cytometry of the result of L. tropica mCh 

HYG x L. tropica CTN PAC crossing (only one hybrid is shown, since all the hybrids 

exhibited identical results). As indicated by flow cytometry, the ploidy of the parental L. 

tropica strain was 3n, whereas ploidy of the filial strains after in vitro mating was 

approximately 4n. Regarding interspecies hybrids, flow cytometry results indicated that the 

three hybrids obtained from L. donovani x L. major (both 2n) were 3n (Figure 4B), while 

the ploidy of the two hybrids obtained from the L. donovani x L. tropica offspring was 4n 

(Figure 4C).  

These results indicate that either intraclonal or interspecies crossings give rise to additive 

chromosome events in the hybrid progeny. This phenomenon has been previously observed 

by other authors, who have obtained in their crosses a mixture of hybrids with variable ploidy, 
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with the presence of 2n, 3n and even 4n hybrids from 2n parents, regardless of whether the 

hybrids were obtained in the sandfly or in vitro.23–27 In our work, all hybrids having a DNA 

content of 4n resulted from at least one 3n parental strain (L. tropica). As far as we know, 

intraclonal or interespecies hybrids from 3n parentals have never been described before, 

either in sandflies or in vitro.   

 
Figure 4. Analysis of the ploidy profile. A. Representative chart of flow cytometry showing the 
ploidy of L. tropica mCh HYG (Lt mCh HYG), L. tropica CTN PAC (Lt CTN PAC) and one hybrid 
of the intraclonal crossing (Hybrid 1 Lt x Lt). B. Representative chart of flow cytometry showing the 
ploidy of L. donovani mCh HYG (Ld mCh HYG), L. major CTN PAC (Lm CTN PAC) and one 
hybrid of the interspecies crossing (Hybrid 1 Ld x Lm). C. Representative chart of flow cytometry 
showing the ploidy of L. donovani  mCh HYG (Ld mCh HYG), L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP PAC) 
and one hybrid of the interspecies crossing (Hybrid 1 Ld x Lt). L. major Friedlin (ploidy = 2n) and 
L. braziliensis Mb2904 (ploidy = 3n) were used as ploidy controls (2N CONTROL and 3N 
CONTROL, respectively) in order to assess the ploidy of the rest of the parasites. 
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3.5. Genotypic characterization of interspecies hybrids 

Genotypic characterization of the interspecies hybrids was initially performed by SNP-CAPs 

in ten genes encoding the following proteins: calmodulin-binding protein, ABC transporter, 

Sec20, Rad9, cytoplasmic L-asparaginase i-like protein, paraflagellar rod protein, ribosomal 

protein L22p/L17e, fumarate hydratase, aquaglyceroporin 1, and 2-oxoisovalerate 

dehydrogenase beta subunit, which are present in different Leishmania chromosomes as 

indicated in Table 2. For this purpose, these genes were amplified with specific primers and 

cut with suitable restriction enzymes (see Table 2 for details). Amplification and restriction 

analysis allowed us to characterize the SNPs present in the progenitor strains and in the 

interspecies hybrids resulting from crosses of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC 

and L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Figure 5A).  

After amplification and restriction analyses it can be observed that the bands corresponding 

to both progenitors are visible in the three hybrids of L. donovani x L. major outcrossing, 

which would correspond to a biparental inheritance produced by a genetic exchange after 

mating. As an exception we can highlight the absence of the L. major allele of the gene 

located on chromosome 1 in one of the hybrids (Figure 5A top panel) that can be due to a 

loss of heterozygosity and/or aneuploidy in Leishmania, as it has been previously 

reported.26 Similar conclusions are raised from the crossing of L. donovani x L. tropica 

(Figure 5A bottom panel), where the biparental inheritance of the hybrids appears again 

represented by the bands corresponding to the enzymatic restriction of the amplified gene of 

both progenitors. 

We also analysed the composition of A2 gene in the hybrids after mating. The interest of the 

product of A2 gene is because it has been involved in the organic tropism of visceralizing 

Leishmania strains including L. donovani.46 In this species, the A2 gene is represented by a 

multicopy cluster (tandem-repeats) in chromosome 22 and encodes a family of A2 proteins 

with 10-amino acid repeated sequences. However, a single and truncated pseudogene is 

present in the species with cutaneous tropism, namely L. major and L. tropica.46,47 For the 

amplification of this gene, we used the primers L2/R3 (Table 1), which were previously 

described by Garin et al. (2005)46 and later used by Romano et al. (2014).26 As we can see 

in Figure 5B, the parental L. donovani strain shows a main band near 500 bp, whereas L. 

major and L. tropica show a main band over 250 bp, which correspond to the pattern 

amplified by these primers in these species.46,48 The presence of the main amplification 

bands that are visible in both parental strains and in the hybrid clones from both crosses, 

further demonstrates biparental inheritance (Figure 5B).  
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Finally, nuclear inheritance was also demonstrated by sequencing the actin gene located on 

chromosome 4, which was amplified using primers TOX83 and TOX84 (Table 1). Sequence 

analysis (Figure 5C) of several regions confirmed the inheritance of the SNPs located at 

positions 462 and 465 of the actin gene (from the initial ATG codon) in the hybrids obtained 

from both interspecies outcrossings. The parental L. tropica strain turned out to be 

heterozygous for some SNPs. This led to the visualization of triple nucleotide peaks in the 

sequencing fluorograms of L. donovani x L. tropica hybrids (Figure 5C right panel), which 

inherited at least two copies of the parental L. tropica and at least one copy of the parental 

L. donovani actin gene. 

 
Figure 5. Characterization of the nuclear inheritance of the interspecies hybrids. A. Agarose 
gels of the SNP-CAPs analysis showing the DNA products after PCR amplification and enzymatic 
digestion of the ten genes present in nine different chromosomes. The electrophoretic profile of the 
parental lines [P (Ld, Lm)] and three hybrids [Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of L. 
donovani mCh HYG x L. major CTN PAC is shown in the top panel, whereas the electrophoretic 
profile of the parental lines [P (Ld, Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from the 
outcrossing of L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC is shown in the bottom panel. Note 
the absence of the L. major allele of the gene located on chromosome 1 in hybrid number two 
(indicated with an asterisk). 
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Figure 5 (cont.). Characterization of the nuclear inheritance of the interspecies hybrids.                    
B. Agarose gels of the PCR amplification of the A2 gene in the parental lines [P (Ld, Lm)] and three 
hybrids [Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of L. donovani  mCh HYG x L. major CTN 
PAC (top panel), and in the parental lines [P (Ld, Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from 
the outcrossing of L. donovani  mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (bottom panel). The arrowheads 
indicate the 1000 bp band in the DNA molecular weight marker (M). C. Fluorograms showing the 
sequence of part of the actin gene and some SNPs (marked with an asterisk) in the parental strains L. 
donovani mCh HYG (Ld), L. major CTN PAC (Lm) and L. tropica iRFP PAC (Lt), and one 
representative hybrid of the outcrossing between L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC (Ld 
x Lm) and L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld x Lt). Note the triple nucleotide peaks 
in the fluorograms of L. donovani x L. tropica hybrid (arrow in the SNP located at position 462 in 
the right panel).  
 

The origin of the extra chromosome sets in the different hybrids was determined as indicated 

in the Methods section. Figure 6A shows the SNP-CAPs digestion products for different 

genes encoding the following proteins: calmodulin-binding protein (chromosome 1), 

cytoplasmic L-asparaginase i-like protein (chromosome 15), ribosomal protein L22p/L17e 

(chromosome 22) and 2-oxoisovalerate dehydrogenase beta subunit (chromosome 35) (see 

Table 2 for details), and the ratios between the intensity of the upper band from the parental 

L. donovani and the uncut band from the other parental (L. major or L. tropica) in the 

corresponding hybrid clones. Results indicated that the hybrids obtained from L. donovani 

x L. major crosses, inherited the extra trisomic chromosomes 15, 22 and 35 from L. donovani 

(Figure 6A top panel). On the contrary, the hybrids obtained from L. donovani x L. tropica 

crossing seem to have inherited the extra chromosomes 1, 22 and 35 from L. tropica (Figure 

6A botton panel). This is consistent with the results represented in Figure 5C, which showed 

that at least two copies of the actin gene would have been inherited from L. tropica. 

Statistical analysis of the ratios showed that L. donovani x L. major hybrids are grouped 

within the category 2:1 (L. donovani:L. major) (Figure 6B), whereas L. donovani x L. tropica 

hybrids are grouped within the category 1:3 (L. donovani:L. tropica) (Figure 6C), thus 



Capítulo 3 – Parte B  
 

182 
 

confirming the inheritance of extrachromosome sets from L. donovani, in the case of L. 

donovani x L. major hybrids (3n), or L. tropica in the case of L. donovani x L. tropica hybrids 

(4n).  

The differences in ratios for each locus may reflect mosaic aneuploidy in the progeny. This 

process has been demonstrated in several Leishmania species49, and has been suggested to 

represent a unique source of adaptability for the parasites to new environment.50  

 

 
 

Figure 6. Characterization of the inheritance of extra chromosome sets in the interspecies 
hybrid clones. A. Agarose gels of the SNP-CAPs analysis showing the DNA products after PCR 
amplification and enzymatic digestion of three loci present in chromosomes 2, 22 and 35. The top 
panel shows the electrophoretic profile of L. donovani mCh HYG (Ld), L. major CTN PAC (Lm) 
and three hybrids (Ld x Lm), and the ratios between the intensity of the upper band from the parental 
L. donovani and the uncut upper band from the other parental L. major in the corresponding hybrid 
clones. Simulated 3n were created by mixing parental DNA in 1:1, 1:2 and 2:1 ratio (L. donovani:L. 
major). The bottom panel shows the electrophoretic profile of L. donovani mCh HYG (Ld), L. tropica 
iRFP PAC (Lt) and two hybrids (Ld x Lt), and the ratios between the intensity of the upper band 
from the parental L. donovani and the uncut upper band from the other parental L. tropica in the 
corresponding hybrid clones. Simulated 4n were created by mixing parental DNA in 1:1, 1:3 and 3:1 
ratio (L. donovani:L. tropica). The arrowhead indicates 1000 bp in the DNA molecular weight marker 
(M). 
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Figure 6 (cont.). Characterization of the inheritance of extra chromosome sets in the 
interspecies hybrid clones. B, C. Statistical representation by k-means analysis in SPSS of the 
extrachromosome inheritance of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC (Ld mCh HYG x Lm 
CTN PAC) hybrids, which are clustered together with ratio 2:1 (LdxLm) (B), and L. donovani mCh 
HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld mCh HYG x Lt iRFP PAC) hybrids, the latter being clustered 
together with ratio 1:3 (LdxLt) (C). 
 

3.6. Extranuclear DNA inheritance of interspecies hybrid clones 

The inheritance of maxi and minicircles of extrachromosomal kDNA in the interspecies 

hybrids was also analysed. For the study of the inheritance of maxicircles, four genes (Cyb, 

ND5, ND7 and 12sRNA) were analysed. Inheritance of Cyb and ND5 was assessed by SNP-

CAPs (see Table 2 for details). As seen in the top panel of Figure 7A, interspecies hybrid 

clones of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC only exhibit the restriction pattern 

of the parental L. donovani strain for these two genes. In the case of the L. donovani mCh 

HYG x L. tropica iRFP PAC interspecies outcrossing, one of the hybrid clones showed a 

restriction pattern for Cyb and ND5 similar to that observed for L. donovani, whereas the 

other hybrid clone showed a behavior similar to the other parental (i.e. L. tropica) (Figure 

7B top panel). In order to confirm this phenomenon, the analysis of the inheritance of ND7 

and 12sRNA was performed by sequencing these genes after amplification with the primers 

TOX97, TOX98 and TOX101, TOX102 (Table 1). Fluorograms indicated that in the three 

hybrid clones L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC, the SNPs were inherited from 

the parental L. donovani strain (Figure 7A bottom panel), whereas one of the hybrid clones 

of the L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC outcrossing inherited the SNPs from 
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L. donovani and the other hybrid clone inherited the SNPs from L. tropica (Figure 7B bottom 

panel). These results indicate that inheritance of maxicircles is uniparental or alternatively, 

that genetic information contained in maxicircles from one of the parental strains can be lost 

by genetic drift, as it has been previously suggested in T. brucei.31 For the study of the 

inheritance of minicircles, PCR experiments were conducted with primers TOX73 and TOX 

74, which amplify near 780 bp from a conserved region (MIN1) in minicircle kDNA in 

Leishmania spp.39 (Table 1), and with primers TOX75 and TOX76 (Table 1), the latter 

amplifying a variable region of minicircles (MIN2) and generating multi-sized products.40 

As shown in Figure 7C, hybrids from either L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC 

or L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC exhibited an amplification pattern of MIN1 

that included bands from both parental strains, although with different intensity. In the case 

of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC, the most intense band in the three hybrid 

clones corresponds to that inherited from L. donovani, which correlates well with the results 

obtained with the inheritance of maxicircles. The pattern for MIN2 in hybrids from either L. 

donovani mCh HYG x L. major CTN PAC or L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP 

PAC, provided a more precise picture of the presence of bands from both parental strains, 

thereby suggesting the biparental inheritance of minicircles. 
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Figure 7. Characterization of the inheritance of kDNA in the interspecies hybrid clones. A, B, 
top panels. Agarose gels of the SNP-CAPs analysis showing the DNA products after PCR 
amplification and enzymatic digestion of Cyb and ND5 genes. The electrophoretic profile of the 
parental lines [P (Ld, Lm)] and three hybrids [Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of L. 
donovani mCh HYG (Ld) x L. major CTN PAC (Lm) (A), or the parental lines [P (Ld, Lt)] and two 
hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting from the outcrossing L. donovani mCh HYG (Ld) x L. tropica 
iRFP PAC (Lt) (B), are shown. A, B bottom panels. Fluorograms showing the sequence of part of 
the ND7 and 12 sRNA genes with some SNPs, which have been indicated as Ld (L. donovani) and 
Lm (L. major) in the parental strains L. donovani mCh HYG (Ld), L. major CTN PAC (Lm) and in 
their clonal hybrids (LdxLm) 1, 2 and 3 (A), or as Ld (L. donovani) and Lt (L. tropica) in the parental 
strains L. donovani mCh HYG (Ld), L. tropica iRFP PAC (Lt) and in their clonal hybrids (LdxLt) 1 
and 2 (B). C. Agarose gels showing the band profile after amplification of a conserved region (MIN1) 
or a variable region (MIN2) of minicircles in the parental lines [P (Ld, Lm)] and three hybrids 
[Hybrids (1, 2, 3)] resulting from the outcrossing of L. donovani mCh HYG (Ld) x L. major CTN 
PAC (Lm) (left panel), or in the parental lines [P (Ld, Lt)] and two hybrids [Hybrids (1, 2)] resulting 
from the outcrossing L. donovani mCh HYG (Ld) x L. tropica iRFP PAC (Lt) (right panel). The 
arrowhead indicates 1000 bp in the DNA molecular weight marker (M). 
 

3.7. Infectivity of intraclonal and interspecies hybrids 

In vitro infection of hybrid clones obtained from different mating experiments, was first 

checked in RAW cells by confocal microscopy (Figure 8A). Once the ability of these 

parasites to infect macrophages was confirmed in vitro, the infectivity of both promastigotes 

and amastigotes was tested in BMMs derived from Balb/c mice by microscopy analysis after 

Giemsa staining (Figure 8B). The number of parasites infecting each BMMs was determined 

after the analysis of 100 BMMs in triplicate and represented for each hybrid (Figure 8C). 

Results indicate that promastigotes from intraclonal hybrid number 1 showed an infectivity 

similar to both parental strains, unlike hybrid clone number 2 and 3, which showed lower 

values than the parental L. tropica mCh HYG only. Amastigotes of all the intraclonal hybrids 

showed a reduction in their infection ability regarding L. tropica mCh HYG. Interspecies 

hybrids L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC showed infectivity values between 

both parental strains either with promastigotes or with amastigotes. However, promastigotes 

and amastigotes of interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC 

exhibited reduced infectivity values in comparison with both parental strains (Figure 8C).  
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Regarding the number of macrophages that hybrid and parental parasites were able to infect 

(Figure 8D), intraclonal hybrids did not show significant differences with parental strains 

when promastigotes were used. On the contrary, when amastigotes were chosen for infection, 

hybrids L. tropica mCh HYG x L. tropica CTN PAC 2 and 3 showed a significant decrease 

regarding the parental L. tropica mCh HYG. Infection with promastigotes of the interspecies 

hybrids L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC did not show significant differences 

regarding L. donovani mCh HYG, although a significant increase in the percentage of 

infected BMMs was observed regarding the other parental strain L. major CTN PAC. 

Infection with amastigotes of these interspecies hybrids provided a similar profile, except 

for hybrid 3, which exhibited a significant decrease in the percentage of infected BMMs 

regarding L. donovani mCh HYG. Infection with either promastigotes or amastigotes of the 

interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC, in general, provided a 

reduction in the percentage of infected BMMs regarding both parental strains, this decrease 

being more patent in the case of interspecies hybrid 2 (Figure 8D).  

Hybrid promastigotes were also able to infect mice, and amastigotes were recovered from 

the spleens of infected mice. The recovered parasites maintained double antibiotic resistance, 

thus confirming stability of the hybrids upon in vivo infection. 

 

 
 

Figure 8. Infectivity of intraclonal and interspecies hybrids. A. Representative image of confocal 
microscopy of a RAW cell infected with one hybrid of L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC. 
Merge and fluorescent pictures in the mCh (561 nm) and CTN (488 nm) channels are shown. B. 
Representative image of BMMs infected with amastigotes of one hybrid of L. donovani mCh HYG 
x L. major CTN PAC and stained with Giemsa. 
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Figure 8 (cont.). Infectivity of intraclonal and interspecies hybrids. C. Box plots representing the 
number of amastigotes present within each BMM after in vitro infection of either promastigotes or 
amastigotes of L. tropica mCh HYG (Lt mCh), L. tropica CTN PAC (Lt CTN), three intraclonal 
hybrids L. tropica mCh HYG x L. tropica CTN PAC (Lt x Lt 1, 2 and 3), L. donovani mCh HYG 
(Ld mCh), L. major CTN PAC (Lm CTN) three interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. 
major CTN PAC (Ld x Lm 1, 2 and 3), L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP), and two interspecies hybrids 
L. donovani mCh HYG x L. tropica iRFP PAC (Ld x Lt 1 and 2). D. Bar graphs representing the 
percentage of infected BMMs after in vitro infection of either promastigotes or amastigotes of L. 
tropica mCh HYG (Lt mCh), L. tropica CTN PAC (Lt CTN), three intraclonal hybrids L. tropica 
mCh HYG x L. tropica CTN PAC (Lt x Lt 1, 2 and 3), L. donovani mCh HYG (Ld mCh), L. major 
CTN PAC (Lm CTN) three interspecies hybrids L. donovani mCh HYG x L. major CTN PAC (Ld x 
Lm 1, 2 and 3), L. tropica iRFP PAC (Lt iRFP), and two interspecies hybrids L. donovani mCh HYG 
x L. tropica iRFP PAC (Ld x Lt 1 and 2). Differences were considered as significant when p<0,05 
and in a Kruskal-Wallist test (C) or in a one-way ANOVA analysis (D) (represented with an asterisk 
regarding the first parental line and with a hash regarding the second parental line).  

0

20

40

60

P
ar

as
it

es
/ 

ce
ll

0

20

40

60

P
ar

as
it

es
/ 

ce
ll

0

20

40

60

P
ar

as
it

es
/ 

ce
ll

0

20

40

60
P

ar
as

it
es

/ 
ce

ll

0

20

40

60

P
ar

as
it

es
/ 

ce
ll

L. tropica x L. tropica

Promastigotes

L. donovani x L. major L. donovani x L. tropica

Amastigotes

Lt 
CTN

Lt 
x 
Lt 
1

Lt 
x 
Lt 
2

Lt 
x 
Lt 
3

Lt 
mCh

Lt 
CTN

Lt 
x 
Lt 
1

Lt 
x 
Lt 
2

Lt 
x 
Lt 
3

Lt 
mCh

Lm 
CTN

Ld  
x 

Lm
1

Ld  
x 

Lm 
2

Ld
x 

Lm 
3

Ld 
mCh

Lm 
CTN

Ld  
x 

Lm
1

Ld  
x 

Lm 
2

Ld
x 

Lm 
3

Ld 
mCh

Lt 
iRFP

Ld  
x 
Lt
1

Ld  
x 
Lt 
2

Ld 
mCh

Lt 
iRFP

Ld  
x 
Lt
1

Ld  
x 
Lt 
2

Ld 
mCh

P
ar

as
it

es
/ 

ce
ll

0

20

40

60 * *

* * *

*# *# *#

*# *# *# *# *#

*# *#

D

0

20

40

60

80

100

%
 i

n
fe

ct
ed

ce
lls

0

20

40

60

80

100

%
 i

n
fe

ct
ed

ce
lls

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

%
 i

n
fe

ct
ed

ce
lls

0

20

40

60

80

100

%
 i

n
fe

ct
ed

ce
lls

0

20

40

60

80

100

%
 i

n
fe

ct
ed

ce
lls

Lt 
CTN

Lt 
x 

Lt 1

Lt 
x 

Lt 2

Lt 
x 

Lt 3

Lt 
mCh

Lm 
CTN

Ld
x 

Lm 1

Ld
x 

Lm 2

Ld
x 

Lm 3

Ld 
mCh

Lt 
iRFP

Ld
x 

Lt 1

Ld
x 

Lt 2

Ld 
mCh

Lt 
CTN

Lt 
x 

Lt 1

Lt 
x 

Lt 2

Lt 
x 

Lt 3

Lt 
mCh

Lm 
CTN

Ld
x 

Lm 1

Ld
x 

Lm 2

Ld
x 

Lm 3

Ld 
mCh

Lt 
iRFP

Ld
x 

Lt 1

Ld
x 

Lt 2

Ld 
mCh

%
 i

n
fe

ct
ed

ce
lls

L. tropica x L. tropica

Promastigotes

L. donovani x L. major L. donovani x L. tropica

Amastigotes

*#
###

*

*#

*#
##

* *

#

C



Capítulo 3 – Parte B  
 

188 
 

In conclusion, we have demonstrated in this work that outcrossing in Leishmania can also 

occur under in vitro conditions, even between species of different tropism and even if a 

parental strain contains a ploidy of 3n. In addition, the resultant 4n hybrids are stable after 

in vivo infection. These results contribute to the understanding of sexual reproduction in this 

trypanosomatid and suggest that mechanisms of virulence and drug resistance can be 

acquired by Leishmania through this process. 
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Author summary 

Neglected Tropical Diseases (NTDs) represent a serious threat to humans, especially for 

those living in poor or developing countries. Leishmanianiosis is considered a zoonotic NTD 

transmitted by the bite of female phlebotomine sandflies, and is manifested mainly as a 

visceral form (caused by L. infantum and L. donovani) and a cutaneous form (caused by L. 

major, L. tropica and L. braziliensis). Although it is now known that sexual reproduction 

occurs in these parasites, more studies are necessary to characterize the ability of Leishmania 

to generate hybrids, which may represent an important mechanism for virulence, drug 

resistance of adaptation to the host immune system. Therefore, several experiments were 

conducted to generate either intraclonal or interspecies hybrids in vitro. Results 

demonstrated that hybrids can be formed even with outcrosses between parasites causing 

visceral and cutaneous forms of the disease. Characterization of hybrids in terms of ploidy, 

kDNA content, growth rate and infection capacity provide important information about 

sexual reproduction in these parasites. 

 

 



Capítulo 3 – Parte B  
 

189 
 

References 

1.  Torres-Guerrero E, Quintanilla-Cedillo MR, Ruiz-Esmenjaud J, Arenas R. Leishmaniasis: A 
review. F1000Res. 2017;6:750. doi:10.12688/f1000research.11120.1 

2.  Telleria EL, Martins-Da-Silva A, Tempone AJ, Traub-Cseko YM. Leishmania, microbiota and 
sand fly immunity. Parasitology. 2018;145(10): 1336–1353. doi:10.1017/S0031182018001014 

3.  Caridha D, Vesely B, van Bocxlaer K, Arana B, Mowbray CE, Rafati S, et al. Route map for the 
discovery and pre-clinical development of new drugs and treatments for cutaneous leishmaniasis. 
Int J Parasitol Drugs Drug Resist. 2019;11: 106-117. doi:10.1016/j.ijpddr.2019.06.003 

4.  Abadías-Granado I, Diago A, Cerro PA, Palma-Ruiz AM, Gilaberte Y. Cutaneous and 
mucocutaneous leishmaniasis. Actas Dermosifiliogr. 2021;S0001-7310(21)00108. 
doi:10.1016/j.ad.2021.02.008 

5.  Murray HW, Berman JD, Davies CR, Saravia NG. Advances in leishmaniasis. Lancet. 
2005;366(9496): 1561-1577. doi:10.1016/S0140-6736(05)67629-5 

6.  Zijlstra EE, Musa AM, Khalil EAG, El Hassan IM, El-Hassan AM. Post-kala-azar dermal 
leishmaniasis. Lancet Infect Dis. 2003;3(2): 87-98. doi:10.1016/S1473-3099(03)00517-6 

7.  Peacock L, Ferris V, Sharma R, Sunter J, Bailey M, Carrington M, et al. Identification of the 
meiotic life cycle stage of Trypanosoma brucei in the tsetse fly. Proc Natl Acad Sci U S A. 
2011;108: 3671-3676. doi:10.1073/pnas.1019423108 

8.  Peacock L, Kay C, Farren C, Bailey M, Carrington M, Gibson W. Sequential production of 
gametes during meiosis in trypanosomes. Commun Biol. 2021;4(1): 555. doi:10.1038/s42003-
021-02058-5 

9.  Peacock L, Bailey M, Carrington M, Gibson W. Meiosis and haploid gametes in the pathogen 
Trypanosoma brucei. Curr Biol. 2014;24(2): 181-186. doi:10.1016/j.cub.2013.11.044 

10.  Gibson W, Stevens J. Genetic exchange in the Trypanosomatidae. Adv Parasitol. 1999;43: 1–
46. doi:10.1016/s0065-308x(08)60240-7 

11.  de Meeûs T, Balloux F. Clonal reproduction and linkage disequilibrium in diploids: A 
simulation study. Infect Genet Evol. 2004;4(4): 345–351. doi:10.1016/j.meegid.2004.05.002 

12.  Prugnolle F, De Meeus T. Apparent high recombination rates in clonal parasitic organisms due to 
inappropriate sampling design. Heredity. 2010;104(2): 135-140. doi:10.1038/hdy.2009.128 

13.  Ramírez JD, Llewellyn MS. Reproductive clonality in protozoan pathogens - Truth or artefact? 
Mol Ecol. 2014;23(17): 4195-4202. doi:10.1111/mec.12872 

14.  Rougeron V, de Meeûs T, Ouraga SK, Hide M, Bañuls AL. “Everything you always wanted 
to know about sex (but were afraid to ask)” in Leishmania after two decades of laboratory 
and field analyses. PLoS Pathog; 2010;6(8):e1001004. doi:10.1371/journal.ppat.1001004 

15.  Rougeron V, De MeeÛs T, Bañuls AL. A primer for Leishmania population genetic studies. 
Trends Parasitol. 2015;31(2): 52-59. doi:10.1016/j.pt.2014.12.001 

16.  Jenni L, Marti S, Schweizer J, Betschart B, Le Page RWF, Wells JM, et al. Hybrid formation 
between African trypanosomes during cyclical transmission. Nature. 1986;322(6075): 173-
175. doi:10.1038/322173a0 

17.  Gibson W, Whittington H. Genetic exchange in Trypanosoma brucei: Selection of hybrid 
trypanosomes by introduction of genes conferring drug resistance. Mol Biochem Parasitol. 
1993;60(1): 19-26. doi:10.1016/0166-6851(93)90024-R 

18.  Gibson W, Garside L, Bailey M. Trisomy and chromosome size changes in hybrid 
trypanosomes from a genetic cross between Trypanosoma brucei rhodesiense and T. b. brucei. 
Mol Biochem Parasitol. 1992;51(2): 189-199. doi:10.1016/0166-6851(92)90069-V 



Capítulo 3 – Parte B  
 

190 
 

19.  Peacock L, Ferris V, Bailey M, Gibson W. Mating compatibility in the parasitic protist 
Trypanosoma brucei. Parasit Vectors. 2014;7: 78. doi:10.1186/1756-3305-7-78 

20.  Bingle LEH, Eastlake JL, Bailey M, Gibson WC. A novel GFP approach for the analysis of 
genetic exchange in trypanosomes allowing the in situ detection of mating events. 
Microbiology. 2001;147(Pt 12): 3231-3240. doi:10.1099/00221287-147-12-3231 

21.  Gibson W, Peacock L, Ferris V, Williams K, Bailey M. The use of yellow fluorescent hybrids 
to indicate mating in Trypanosoma brucei. Parasit Vectors. 2008;1(1): 4. doi:10.1186/1756-
3305-1-4 

22.  Peacock L, Ferris V, Bailey M, Gibson W. Intraclonal mating occurs during tsetse 
transmission of Trypanosoma brucei. Parasit Vectors. 2009;2(1): 43. doi:10.1186/1756-3305-
2-43 

23.  Akopyants NS, Kimblin N, Secundino N, Patrick R, Peters N, Lawyer P, et al. Demonstration 
of genetic exchange during cyclical development of Leishmania in the sand fly vector. 
Science. 2009;324(5924): 265–268. doi:10.1126/science.1169464 

24.  Inbar E, Akopyants NS, Charmoy M, Romano A, Lawyer P, Elnaiem DEA, et al. The mating 
competence of geographically diverse Leishmania major strains in their natural and unnatural 
sand fly vectors. PLoS Genet. 2013;9(7):e1003672. doi:10.1371/journal.pgen.1003672 

25.  Calvo-Álvarez E, Álvarez-Velilla R, Jiménez M, Molina R, Pérez-Pertejo Y, Balaña-Fouce 
R, et al. First evidence of intraclonal genetic exchange in trypanosomatids using two 
Leishmania infantum fluorescent transgenic clones. PLoS Negl Trop Dis. 2014;8(9):e3075. 
doi:10.1371/journal.pntd.0003075 

26.  Romano A, Inbar E, Debrabant A, Charmoy M, Lawyer P, Ribeiro-Gomes F, et al. Cross-
species genetic exchange between visceral and cutaneous strains of Leishmania in the sand fly 
vector. Proc Natl Acad Sci U S A. 2014;111(47): 16808-16813. doi:10.1073/pnas.1415109111 

27.  Louradour I, Ferreira TR, Ghosh K, Shaik J, Sacks D. In vitro generation of Leishmania 
hybrids. Cell Rep. 2020;31(2):107507. doi:10.1016/j.celrep.2020.03.071 

28.  Telittchenko R, Descoteaux A. Study on the occurrence of genetic exchange among parasites 
of the Leishmania mexicana complex. Front Cell Infect Microbiol. 2020;10: 607253. 
doi:10.3389/fcimb.2020.607253 

29.  Lin RH, Lai DH, Zheng LL, Wu J, Lukeš J, Hide G, et al. Analysis of the mitochondrial 
maxicircle of Trypanosoma lewisi, a neglected human pathogen. Parasit Vectors. 2015;8:665. 
doi:10.1186/s13071-015-1281-8 

30.  Gibson W, Garside L. Kinetoplast DNA minicircles are inherited from both parents in genetic 
hybrids of Trypanosoma brucei. Mol Biochem Parasitol. 1990;42(1): 45-53. 
doi:10.1016/0166-6851(90)90111-X 

31.  Turner CMR, Hide G, Buchanan N, Tait A. Trypanosoma brucei: Inheritance of kinetoplast 
DNA maxicircles in a genetic cross and their segregation during vegetative growth. Exp 
Parasitol. 1995;80(2): 234-241. doi:10.1006/expr.1995.1029 

32.  Calvo-Álvarez E, Stamatakis K, Punzón C, Álvarez-Velilla R, Tejería A, Escudero-Martínez 
JM, et al. Infrared fluorescent imaging as a potent tool for in vitro, ex vivo and in vivo models 
of visceral leishmaniasis. PLoS Negl Trop Dis. 2015;9(3): e0003666. 
doi:10.1371/journal.pntd.0003666 

33.  Rey GJ, Ferro C, Bello FJ. Establishment and characterization of a new continuous cell line 
from Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) and its susceptibility to infections with 
arboviruses and Leishmania chagasi. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2000;95(1): 103-110. 
doi:10.1590/S0074-02762000000100017 

34.  Robinson KA, Beverley SM. Improvements in transfection efficiency and tests of RNA 



Capítulo 3 – Parte B  
 

191 
 

interference (RNAi) approaches in the protozoan parasite Leishmania. Mol Biochem Parasitol. 
2003;128(2): 217-228. doi:10.1016/S0166-6851(03)00079-3 

35.  Calvo-Álvarez E, Guerrero NA, Álvarez-Velilla R, Prada CF, Requena JM, Punzón C, et al. 
Appraisal of a Leishmania major strain stably expressing mCherry fluorescent protein for 
both in vitro and in vivo studies of potential drugs and vaccine against cutaneous leishmaniasis. 
PLoS Negl Trop Dis. 2012;6(11): e1927. doi:10.1371/journal.pntd.0001927 

36.  McCall LI, Matlashewski G. Involvement of the Leishmania donovani virulence factor A2 in 
protection against heat and oxidative stress. Exp Parasitol. 2012;132(2): 109-115. 
doi:10.1016/j.exppara.2012.06.001 

37.  Schönian G, Nasereddin A, Dinse N, Schweynoch C, Schallig HDFH, Presber W, et al. PCR 
diagnosis and characterization of Leishmania in local and imported clinical samples. Diagn 
Microbiol Infect Dis. 2003;47(1): 349-358. doi:10.1016/S0732-8893(03)00093-2 

38.  Kaufer A, Ellis J, Stark D. Identification of clinical infections of Leishmania imported into 
Australia: Revising speciation with polymerase chain reaction-RFLP of the kinetoplast 
maxicircle. Am J Trop Med Hyg. 2019;101: 590-601. doi:10.4269/ajtmh.19-0095 

39.  Rocha RF, Menezes E V., Xavier AREO, Royo VA, Oliveira DA, Júnior AFM, et al. 
Standardization of a molecular method for epidemiologic identification of Leishmania strains. 
Genet Mol Res. 2016;15(4): 10-4238/gmr-15048854. doi:10.4238/gmr.15048854 

40.  Brenière SF, Telleria J, Bosseno MF, Buitrago R, Bastrenta B, Cuny G, et al. Polymerase 
chain reaction-based identification of New World Leishmania species complexes by specific 
kDNA probes. Acta Trop. 1999;73(3): 283-293. doi:10.1016/S0001-706X(99)00025-X 

41.  Thiel T, Kota R, Grosse I, Stein N, Graner A. SNP2CAPS: a SNP and INDEL analysis tool 
for CAPS marker development. Nucleic Acids Res. 2004;32(1): e5. doi:10.1093/nar/gnh006 

42.  Liu X, Quan N. Immune cell isolation from mouse femur bone marrow. Bio Protoc. 
2015;5(20): e1631. doi:10.21769/bioprotoc.1631 

43.  Legarda D, Ting AT. Analysis of necroptosis in bone marrow-derived macrophages. Methods 
Mol Biol. 2018;1857: 63-70. doi:10.1007/978-1-4939-8754-2_6 

44.  Sadlova J, Yeo M, Seblova V, Lewis MD, Mauricio I, Volf P, et al. Visualisation of 
Leishmania donovani fluorescent hybrids during early stage development in the sand fly 
vector. PLoS One. 2011;6(5): e19851. doi:10.1371/journal.pone.0019851 

45.  Inbar E, Shaik J, Iantorno SA, Romano A, Nzelu CO, Owens K, et al. Whole genome 
sequencing of experimental hybrids supports meiosis-like sexual recombination in 
Leishmania. PLoS Genet. 2019;15(5): e1008042. doi:10.1371/journal.pgen.1008042 

46.  Garin YJF, Meneceur P, Pratlong F, Dedet JP, Derouin F, Lorenzo F. A2 gene of Old World 
cutaneous Leishmania is a single highly conserved functional gene. BMC Infect Dis. 
2005;5:18. doi:10.1186/1471-2334-5-18 

47.  McCall LI, Matlashewski G. Localization and induction of the A2 virulence factor in 
Leishmania: Evidence that A2 is a stress response protein. Mol Microbiol. 2010;77: 518-530. 
doi:10.1111/j.1365-2958.2010.07229.x 

48.  Oliveira LF, Schubach AO, Martins MM, Passos SL, Oliveira R V., Marzochi MC, et al. 
Systematic review of the adverse effects of cutaneous leishmaniasis treatment in the New 
World. Acta Trop. 2011;118(2): 87-96. doi:10.1016/j.actatropica.2011.02.007 

49.  Sterkers Y, Lachaud L, Crobu L, Bastien P, Pagès M. FISH analysis reveals aneuploidy and 
continual generation of chromosomal mosaicism in Leishmania major. Cell Microbiol. 
2011;13(2): 274-283. doi:10.1111/j.1462-5822.2010.01534.x 

50.  Sterkers Y, Lachaud L, Bourgeois N, Crobu L, Bastien P, Pagès M. Novel insights into 



Capítulo 3 – Parte B  
 

192 
 

genome plasticity in Eukaryotes: mosaic aneuploidy in Leishmania. Mol Microbiol. 
2012;86(1): 15-23. doi:10.1111/j.1365-2958.2012.08185.x 

 

 



 
 
        
 
 

 
Discusión general 



Discusión general  
 

195 
 

A lo largo de esta Memoria se han abordado temas que, vistos desde una perspectiva amplia, 

dan cuenta de la influencia que las cuestiones más básicas de la biología de Leishmania 

(forma de reproducción, relación con el hospedador) pueden tener sobre la epidemiología de 

las enfermedades que provocan, incluyendo efectos sobre la transmisión y adaptación a 

nuevos nichos (nuevos ambientes, vectores u hospedadores) y sobre la adquisición de 

características ventajosas (como aumento de la virulencia o resistencia a fármacos). Los 

tripanosomátidos y otros parásitos fueron considerados por los biólogos evolutivos del siglo 

XIX y parte del XX organismos degenerados biológicamente y evolutivamente anómalos1,2, 

sin embargo, han demostrado que su papel a nivel evolutivo no solo tiene importancia para 

sí mismos, sino también para las especies de vida libre que se relacionan con ellos y para el 

funcionamiento de los ecosistemas.3,4 

Al tiempo que se estudian los procesos de reproducción y otros aspectos básicos del parásito 

(Capítulo 3), hemos contribuido al desarrollo de nuevas estrategias para combatir a 

Leishmania. Los numerosos inconvenientes que presentan los fármacos actualmente 

utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis; toxicidad, efectos secundarios, 

administración parenteral y a menudo necesidad de hospitalización, falta de adherencia, tasas 

de éxito fluctuantes, aparición de cepas resistentes, estabilidad química, coste, etc., nos han 

movido a continuar la búsqueda de tratamientos más tolerables. Aunque son numerosas y 

variadas las líneas de investigación que buscan hacer frente a esta problemática, en este 

trabajo nos hemos centrado en dos: la utilización de marcadores para evaluar la inhibición 

de la TopIB por indenoisoquinolinas (fosforilación de la histona H2A de Leishmania) 

(Capítulo 1) y la utilización de nanopartículas para vehiculizar la liberación de fármacos en 

la vacuola parasitófora (VP) del macrófago infectado por Leishmania (Capítulo 2).  

En el primer capítulo se ha estudiado la fosforilación de la histona H2A de Leishmania como 

señal temprana de daño de doble cadena debido a la estabilización del complejo de rotura 

entre el ADN y la TopIB producido por indenoisoquinolinas. Como resultado observamos 

que los compuestos con un átomo de N sustituido en el farmacóforo de indenoisoquinolina, 

eran más selectivos destruyendo al patógeno, más potentes inhibiendo la LTopIB y 

producían mayores niveles de fosforilación de la histona H2A. Algunos venenos de la 

TopIB, como la camptotecina y sus derivados, o las indenoisoquinolinas sintéticas 

(derivados no camptotecínicos) han demostrado su eficacia en modelos preclínicos de LV 

en ratón.5,6 Se ha comparado la eficacia de la camptotecina libre frente a la encapsulada en 

forma liposomal, resultando ambas formulaciones efectivas para el tratamiento de LV en un 

modelo murino, pero sin que la formulación liposomal aumentara la eficacia ni disminuyese 

su toxicidad.7 En otro estudio, se evaluó la capacidad leishmanicida in vitro e in vivo de dos 

derivados indenoisoquinolínicos (indotecán y AM13-55) en un modelo ex vivo de 
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esplenocitos murinos infectados con L. infantum, obteniéndose índices selectivos 

interesantes. Además, cuando el indotecán se administró in vivo a ratones que padecían LV 

se produjo una reducción de la carga parasitaria de hasta un 80% en los órganos diana, sin 

embargo, cuando los ratones se trataron con AM13-55, se observó una disminución drástica 

en bazo, aunque no en el hígado.5 En un trabajo posterior, se evaluó la actividad de una serie 

sintética de indeno-1,5-naftiridinas sobre la LTopIB de Leishmania8, así como su actividad 

leishmanicida utilizando promastigotes transgénicos que expresaban la proteína infrarroja 

(iRFP) y esplenocitos procedentes de ratones Balb/c infectados con L. infantum.8,9 Las 

indenoisoquinolinas presentan ventajas respecto a los derivados camptotecínicos, ya que al 

ser más estables químicamente, el complejo intermediario de ruptura que forman con el 

ADN es más duradero y además no generan resistencias, ya que estas moléculas no son 

sustratos de la familia de transportadores de fármacos camptotecínicos.10 La estabilización 

del complejo covalente originada por este tipo de compuestos está en el origen de SSBs en 

el ADN que progresan a DSBs.11,12 En el trabajo presentado en esta Memoria se ha estudiado 

la fosforilación del residuo Thr128 de la histona H2A de L. infantum, y aunque se ha 

demostrado la inhibición de su LTopIB, las indenoisoquinolinas parecen tener otros 

mecanismos de acción relacionados con la inhibición de la tirosil ADN-fosfodiesterasa 

(Tdp1), una enzima involucrada en la reparación de complejos covalentes ADN-proteína. 

Esta inhibición explicaría la falta de correlación entre la estabilización de los complejos de 

rotura por los compuestos, la inhibición de la LTopIB y la fosforilación de su histona, ya 

que la Tdp1 es una enzima encargada de eliminarlos.13,14 Esta enzima ha sido descrita en L. 

donovani y se ha demostrado que los parásitos resistentes a la camptotecina expresan 

mayores niveles de Tdp1.15 

En el segundo capítulo de la Memoria se ha caracterizado un conjugado dendrítico de 

poliglicerol (PG) y polietilenglicol (PEG) conjugado a doxorrubicina (DOX) – un fármaco 

antitumoral, inhibidor de la Top de tipo II con probado efecto leishmanicida – mediante un 

enlace sensible a pH ácido (PG-DOX(pH)-PEG). Un problema farmacocinético de los 

patógenos intracelulares, incluida Leishmania, es la obligatoriedad de los fármacos de 

atravesar varias barreras antes de alcanzar una concentración lo suficientemente elevada 

como para eliminar al parásito.16,17 Para salvar todas estas barreras, el diseño de 

nanotransportadores que co-localicen con las VPs es un objetivo en el diseño de 

formulaciones para el tratamiento de estas enfermedades. Los dendrímeros (nanopartículas 

con simetría radial y estructura homogénea en forma de árbol18,19, gracias a su solubilidad 

en agua y a su biocompatibilidad, han sido estudiados como candidatos para vehiculizar 

fármacos frente a enfermedades parasitarias como la malaria20–22 o la toxoplasmosis.23–26 En 

Leishmania, Daftarian y colaboradores comprobaron que una combinación péptido-

dendrímero conjugada a anfotericina B liposomal, permite no solo la liberación controlada 
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del fármaco en la VP si no también la activación de las células presentadoras de antígenos 

(macrófagos y células dendríticas), activando una respuesta celular de tipo Th1.27 Mehrizi y 

colaboradores utilizaron un dendrímero globular lineal con carga negativa conjugado con 

anfotericina B que mejoró la solubilidad del fármaco y consiguió reducir la carga parasitaria 

en los órganos diana de Leishmania.28 En nuestro trabajo se ha utilizado el poliglicerol 

dendrítico debido a sus propiedades estructurales óptimas, a su tamaño y a la facilidad de 

ajuste de sus grupos funcionales.29,30 El fármaco conjugado a la NP fue la DOX, ya que 

permite su seguimiento mediante citometría de flujo y microscopía debido a su color y 

además tiene propiedades leishmanicidas en su forma libre.31,32 Nuestros resultados 

demostraron que el conjugado PG-DOX(pH)-PEG no tuvo efecto sobre los promastigotes 

pero sí frente a los amastigotes de Leishmania que infectaban esplenocitos murinos ex vivo. 

Además, su toxicidad sobre las células del explante de bazo fue 20 veces menor que la de la 

DOX libre, debido a que el dendrímero conjugado evita la acumulación del fármaco en los 

núcleos celulares (observado mediante microscopía confocal), mientras el enlace sensible a 

pH al que estaba unida la DOX permite su liberabación conforme se acidificaba el medio en 

el interior de las VPs. Se podría concluir que la liberación controlada y dirigida de 

compuestos que, como la DOX, basan su mecanismo de acción en la inhibición de enzimas 

nucleares como las Top, permitiría mejorar su selectividad, ya que muchos de ellos son muy 

efectivos frente a patógenos intracelulares pero también muy poco selectivos, como se ha 

visto con algunos de los compuestos presentados en el capítulo 133 o en otros artículos 

publicados por nuestro grupo anteriormente.5,34 En conclusión, el conjugado PG-DOX(pH)-

PEG demostró ser un prometedor vehículo para la liberación controlada de fármacos en la 

VP debido al enlace sensible a pH que une el fármaco al dendrímero y que permite su 

liberación solamente en un ambiente ácido.  

Posteriormente, hemos estudiado cómo la decoración con motivos de manosa en la superficie 

de PG-DOX(pH)-PEG influye en la liberación dirigida de estos conjugados dendríticos, ya 

que las células presentadoras de antígenos presentan receptores para estos y otros 

carbohidratos (receptores de lectina tipo C- CLR). Nuestros resultados demostraron una 

mayor captación por parte de los macrófagos cuando los nanoconjugados contenían en su 

superficie cinco unidades de manosa.17  

En el tercer capítulo de esta Memoria se ha abordado la reproducción sexual en Leishmania, 

aportando nuevas pruebas de intercambio genético in vitro, utilizando cruces intraclonales e 

interespecies entre L. donovani, L. tropica y L. major. El análisis de los híbridos 

interespecies L. donovani x L. major y L. donovani x L. tropica obtenidos permitió demostrar 

que presentan una mezcla de alelos procedentes de sus progenitores y fenotipos intermedios 

de infección y crecimiento. El estudio de los ciclos biológicos, incluidas las formas de 
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reproducción de estos parásitos, es importante para la comprensión de su papel en el medio 

ambiente. La reproducción sexual permite el barajado de los cromosomas parentales 

generando nuevos genotipos beneficiosos en la descendencia – especialmente en organismos 

haploides, pero también en diploides – porque permite el reemplazamiento de mutaciones 

deletéreas y permite que las mutaciones beneficiosas se extiendan rápidamente al actuar la 

selección natural. Esto puede ser importante en la aparición de resistencias a antibióticos y 

en la adaptación a la respuesta inmune del hospedador.35 Aunque muchos de estos parásitos 

conservan la capacidad de reproducirse de forma sexual, la limitan, de manera que lo 

frecuente es la propagación clonal en el hospedador y en el ambiente en el que se encuentran 

adaptados, pero conservan la capacidad de reproducción sexual, a la cual pueden acceder 

cuando se producen cambios en el medio, en el hospedador o como respuesta a las terapias 

antimicrobianas.36 T. cruzi es un buen ejemplo de las ventajas que puede proporcionar la 

propagación clonal con acceso limitado a la recombinación y al sexo a nivel evolutivo, ya 

que dos eventos de hibridación ancestrales son responsables de algunos de los linajes 

actuales37,38 causantes de la mayor parte de los casos de enfermedad de Chagas en 

Sudamérica, donde se transmiten mediante vectores domésticos, en lugar de silvestres.35,39  

Otras pruebas de la importancia del intercambio genético y la reproducción sexual en 

Leishmania las encontramos en brotes de la enfermedad o en cambios respecto a la 

permisividad del vector. Se ha sugerido que el polimorfismo de L. infantum detectado en el 

Sur de España podría relacionarse con eventos de recombinación e intercambio genético en 

el vector.40,41 En Perú, un brote en la década de los 90 se relacionó con la formación de 

híbridos L. braziliensis x L. peruviana, que se aislaron de varios pacientes de LMC.42,43 En 

la región de Cukurova (Turquía) se analizaron once aislados de L. infantum de un brote de 

LV. Los datos determinaron que los aislados descendían de una cepa híbrida de Leishmania 

procedente de un cruce L. infantum x L. donovani que posteriormente se había reproducido 

clonalmente con algún episodio de recombinación génica (deducido por el patrón de 

heterocigosidad observado en los aislados).44 Esto implica que tras algunos brotes de 

enfermedades pueden estar episodios de intercambio genético puntuales que permitieron una 

ventaja evolutiva a la progenie híbrida en el ambiente en el que se encuentraban y se 

expandieron rápidamente mediante propagación clonal. Además, los híbridos pueden 

adquirir capacidades de transmisión alteradas35, como los resultantes de cruces entre L. 

major x L. infantum, capaces de colonizar moscas de Phlebotomus papatasi, que es un vector 

no permisivo para la transmisión de L. infantum.45 
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Conclusiones del Capítulo 1 

‐ La fosforilación de la histona H2A de Leishmania en el residuo Thr128 es una señal 

temprana de reparación en respuesta al daño de doble cadena en el ADN, de manera 

semejante a la fosforilación de la histona H2AX en el residuo Ser139 en células de 

mamífero. 

‐ El aumento de fosforilación de la histona H2A en Thr128 puede utilizarse como 

biomarcador de daño de doble cadena generado por la estabilización del complejo de 

escisión entre la LTopIB y el ADN producido por las indenoisoquinolinas. 

‐ La falta de correlación entre la fosforilación de la histona H2A y la formación in vivo 

de complejos de escisión enzima-ADN indica que podrían estar alterados otros 

procesos implicados en la reparación del daño del ADN, como la inhibición de la 

enzima tirosil ADN-fosfodiesterasa 1 (Tdp1). 

 

 

 

Conclusiones del Capítulo 2 

‐ La doxorubicina conjugada en nanotransportadores de poliglicerol (PG-DOX(pH)-

PEG) reduce la toxicidad de la doxorubicina libre en cultivos celulares de 

macrófagos RAW264.7 y J774 y en esplenocitos murinos y aumenta su índice 

selectivo.  

‐ El conjugado PG-DOX(pH)-PEG utiliza la vía endocítica para alcanzar las vacuolas 

parasitóforas, rodeando a los amastigotes de Leishmania y liberando doxorubicina 

lentamente gracias al enlace hidrazona sensible a pH que conjuga el fármaco a la 

nanopartícula.  

‐ Por lo tanto, se puede concluir que el conjugado representa un modelo prometedor 

de liberación controlada de fármacos en el nicho de Leishmania. 

 

 



Conclusiones  
 

206 
 

 

 

Conclusiones del Capítulo 3 

‐ Se ha logrado obtener híbridos en condiciones axénicas entre especies de Leishmania 

con diferente tropismo, aunque con un rendimiento reducido con respecto a los 

cruces realizados en mosca descritos en la literatura. 

‐ L. tropica tiene la capacidad de cruzarse intraclonalmente in vitro, mientras que en 

el caso de las especies L. major o L. donovani no se han obtenido híbridos. 

‐ Se ha confirmado la segregación de alelos parentales a la progenie híbrida mediante 

el análisis de diferentes marcadores nucleares. 

‐ La herencia del ADN del kinetoplasto presenta una discordancia entre los 

maxicírculos y los minicírculos, por lo que no se han podido establecer los 

mecanismos subyacentes a la herencia del ADN mitocondrial. 

‐ En general, los híbridos obtenidos presentan fenotipos parentales intermedios, tanto 

en el comportamiento en cultivo como en la capacidad de infección. 

‐ La evidencia científica sobre la reproducción sexual en Leishmania nos lleva a 

concluir que este proceso puede no ser tan infrecuente como se pensaba y podría 

estar relacionado con la adquisición de características ventajosas para el parásito en 

cuestiones como la virulencia, resistencia a fármacos y tolerancia al estrés.  
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Los parásitos pertenecientes al género Leishmania presentan un ciclo de vida con dos 

hospedadores, por un lado, vectores de los géneros Phlebotomus y Lutmozyia y por otro, 

mamíferos que sirven como hospedador definitivo y como reservorios. Estos protozoos son 

los causantes de un grupo de enfermedades denominadas leishmaniasis, englobadas por la 

Organización Mundial de la Salud dentro de las denominadas enfermedades tropicales 

desatendidas, ya que afectan en mayor medida a países empobrecidos. Las leishmaniasis se 

dividen en dos tipos principales en función de las manifestaciones clíncias: la leishmaniasis 

visceral o kala-azar, causada por especies como Leishmania infantum o L. donovani, es 

mortal sin tratamiento y su característica principal es la inflamación del hígado y el bazo, 

nichos principales del parásito. La leishmaniasis cutánea es producida por especies como L. 

major o L. tropica, se caracteriza por la aparición de lesiones en la piel, o en la piel y mucosa 

en el caso de la variante de leishmaniasis mucocutánea, siendo en este caso las causantes las 

especies del complejo L. braziliensis, de peor pronóstico sin tratamiento.  

El manejo de la enfermedad, dadas las limitaciones que tienen medidas como el control de 

reservorios y vectores, y debido a que no se ha desarrollado ninguna vacuna eficaz en 

humanos, se ha basado en la quimioterapia, dentro de la cual se destacan fármacos como los 

antimoniales pentavalentes, la anfotericina B, la miltefosina o la paromomicina, entre otros. 

Sin embargo, las terapias utilizadas presentan inconvenientes, como efectos secundarios, 

necesidad de hospitalización, aumento de cepas resistentes, precio elevado, etc. Esta 

situación apremia el descubrimiento de nuevos fármacos y la inversión en el desarrollo de 

nuevas estrategias para hacer frente a Leishmania. Entre las estrategias que se están 

desarrollando para mejorar la quimioterapia de las leishmaniasis, en esta Memoria nos 

hemos centrado en dos: el uso de dianas terapéuticas para evaluar potenciales tratamientos 

frente a Leishmania, en concreto, las ADN topoisomerasas, y la vehiculización de fármacos 

para la liberación controlada de los mismos en el interior de la vacuola parasitófora en la que 

se localiza el parásito. 

El cribado dirigido en el descubrimiento de fármacos se basa en la identificación de 

compuestos activos específicamente frente a dianas del parásito, respetando las estructuras 

homólogas del hospedador. Las ADN topoisomerasas son enzimas con funciones 

importantes en los procesos de replicación, transcripción, reparación y recombinación del 

ADN, y debido a las diferencias estructurales que presentan respecto a las enzimas 

homólogas humanas, son buenas dianas terapéuticas. Por ejemplo, la topoisomerasa IB de 

Leishmania es heterodimérica, lo que contrarresta con las TopIB descritas en la mayor parte 

de las especies, que son monoméricas. Esta enzima es la encargada de relajar las tensiones 

de torsión en el ADN, para lo cual escinde una hebra de la cadena nucleotídica uniéndose al 

ADN y formando un complejo de escisión enzima-ADN transitorio, sin embargo, en el 

proceso, algunos inhibidores de la enzima pueden unirse a este complejo transitorio, 
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estabilizándolo y dando lugar a roturas de doble cadena cuando la horquilla de replicación 

choca contra el complejo enzima-ADN-inhibidor. Una de las señales tempranas de daño de 

doble cadena en las células eucariotas es la fosforilación de la histona H2A, por lo que la 

medida de fosforilación podría indicar la capacidad de algunos compuestos para inhibir al 

parásito, que junto con otros datos nos da información sobre potenciales fármacos 

leishmanicidas. En el Capítulo 1 de esta Memoria se ha estudiado la fosforilación de la 

histona H2A de Leishmania como señal temprana de daño de doble cadena para evaluar la 

capacidad leishmanicida de compuestos inhibidores de la Topoisomerasa I del parásito, en 

concreto, una serie de 20 compuestos indenoisoquinolínicos con distintos sustituyentes en 

las posiciones N6, C3, C8 y C9, los cuales fueron testados frente a promastigotes y frente a 

amastigotes esplénicos obtenidos de infecciones experimentales de ratón, y se evaluó la 

capacidad de estabilización del complejo de rotura enzima-ADN, la fosforilación de la 

histona H2A como señal temprana de daño de doble cadena y la fragmentación de ADN que 

eran capaces de provocar. El efecto leishmanicida de la mayor parte de los compuestos 

analizados estuvo en el rango micromolar o submicromolar, y la mayor capacidad de 

inhibición del parásito se observó en los compuestos con un átomo de N en el anillo de 

indenoisoquinolina (7-azaindenoisoquinolinas), que además inhibieron en gran medida la 

topoisomerasa IB y produjeron fosforilación de la histona H2A. 

La vehiculización de fármacos es otra de las aproximaciones destacada en la mejora de los 

tratamientos actuales frente a la leishmaniasis. La nanotecnología engloba el uso de 

estructuras de tamaño que pueden llegar a varios cientos de nm y que permite dirigir 

fármacos a los órganos o células de interés. En el caso de Leishmania, el fármaco puede ser 

dirigido a la vacuola parasitófora en la que se encuentra el parásito en el interior de los 

macrófagos infectados, disminuyendo la toxicidad del compuesto, protegiendo al fármaco 

de la degradación y facilitando la solubilización del mismo. Existen numerosos tipos de 

nanopartículas, como liposomas y otras partículas lipídicas, nanopartículas metálicas, o 

nanopartículas poliméricas, entre las que se encuentran los dendrímeros. En el capítulo 2 de 

esta Memoria se ha evaluado un conjugado de poliglicerol dendrítico (PG-PEG) que presenta 

doxorubicina unida mediante un enlace hidrazona sensible a pH, lo que podría permitir la 

liberación de la droga en ambientes ácidos, como el fagolisosoma. La citotoxicidad del 

conjugado se evaluó utilizando dos líneas tumorales de macrófagos murinos y esplenocitos 

procedentes de ratones Balb/c, y el efecto leishmanicida se obtuvo utilizando promastigotes 

y amastigotes intracelulares. El conjugado PG-DOX(pH)-PEG fue capaz de liberar el 

fármaco en el interior de las vacuolas parasitóforas de Leishmania, disminuyó la toxicidad 

respecto a la doxorubicina libre al evitar la acumulación del fármaco en los núcleos celulares 

del macrófago y colocalizó con los lisosomas de la célula y posteriormente con los 

amastigotes de Leishmania en las vacuolas parasitóforas.  
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Paralelamente al empleo y la búsqueda de nuevas aproximaciones que permitan la mejora 

de los fármacos actualmente utilizados o el desarrollo de nuevos compuestos con mejores 

perfiles de toxicidad y eficacia, el avance en el estudio de aspectos básicos de la biología del 

parásito, como la reproducción, resulta fundamental para comprender los procesos que han 

permitido a estas especies evolucionar y adaptarse a nuevos ambientes, lo que incluye la 

adquisición de características ventajosas para el parásito (como la resistencia a fármacos o  

el aumento de la virulencia). Uno de los mayores problemas a resolver a los que se ha 

enfrentado la biología evolutiva es determinar cuáles son las causas que permiten el 

mantenimiento del sexo de forma casi universal en las especies eucariotas, pese a sus costes. 

Multitud de hipótesis, como la hipótesis de la reina roja (sobre la coevolución parásito-

hospedador), el modelo de la lotería (que explica la reproducción sexual como un aumento 

de posibilidades frente a un ambiente al que adaptarse) o el sexo como forma de purgar 

mutaciones deletéreas (interferencia de Hill-Robertson y trinquete de Muller), trataron de 

explicar los motivos que llevan a la aparición, y sobre todo el mantenimiento de la 

reproducción sexual. Finalmente, parece que un enfoque pluralista, es decir, un conjunto de 

factores y no uno único, es el mejor modelo que permite abordar y entender esta cuestión. 

Durante muchos años, se consideró que los tripanosomátidos y otros eucariotas unicelulares 

se reproducían de una forma exclusivamente asexual, debido a la ausencia de recombinación 

y segregación en las poblaciones, a la baja detección de genotipos recombinantes, a la 

desviación del equilibro Hardy-Weinberg detectada y en general, debido a la estabilidad 

genómica que presentaban estas especies. Sin embargo, estudios isoenzimáticos y el 

descubrimiento de híbridos naturales en poblaciones de Leishmania y Trypanosoma fueron 

aportando pruebas que indicaban que si existía intercambio genético en estas especies, y a 

partir de finales de la década de los 80, los cruces experimentales obtenidos en el laboratorio 

en Trypanosoma y posteriormente entre especies de Leishmania, han ido aumentando el 

conocimiento sobre la reproducción sexual de estos parásitos, que en general no es una parte 

obligatoria del ciclo biológico pero que seguramente ha tenido consecuencias importantes a 

nivel evolutivo y en la adquisición de características ventajosas. En el capítulo 3, se han 

obtenido híbridos intraclonales e interespecies utilizando líneas parentales de L. major, L. 

tropica y L. donovani, modificadas para expresar proteínas fluorescentes rojas (mCherry) y 

verdes (citrina). Los híbridos obtenidos se han analizado genotípica y fenotípicamente, 

demostrando que respecto al genoma nuclear son híbridos completos, con una ploidía mayor 

a las células parentales, y el estudio fenotípico ha mostrado fenotipos intermedios en cuanto 

a la capacidad infectiva y la capacidad de crecimiento en cultivo. Respecto a la herencia 

extranuclear, los maxicírculos del kDNA presentaron una herencia uniparental, al contrario 

que los mincírculos, en los que se observan mezclas de los parentales. 
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A B S T R A C T

DNA topoisomerases are considered consolidated druggable targets against diseases produced by trypanoso-
matids. Several reports indicated that indenoisoquinolines, a family of non-camptothecinic based topoisomerase
poisons, have a strong leishmanicidal effect both in vitro and in vivo in murine models of visceral leishmaniasis.
The antileishmanial effect of the indenoisoquinolines implies several mechanisms that include the stabilization
of the cleavage complex, histone H2A phosphorylation and DNA fragmentation.

A series of 20 compounds with the indenoisoquinoline scaffold and several substituents at positions N6, C3,
C8 and C9, were tested both in promastigotes and in intramacrophage splenic amastigotes obtained from an
experimental murine infection. The antileishmanial effect of most of these compounds was within the micro-
molar or submicromolar range. In addition, the introduction of an N atom in the indenoisoquinoline ring (7-
azaindenoisoquinolines) produced the highest selectivity index along with strong DNA topoisomerase IB in-
hibition, histone H2A phosphorylation and DNA-topoisomerase IB complex stabilization.

This report shows for the first time the effect of a series of synthetic indenoisoquinolines on histone H2A
phosphorylation, which represents a primary signal of double stranded DNA break in genus Leishmania.

1. Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious zoonotic disease caused by
parasites of Gen. Leishmania, which is responsible for 20,000 to 30,000
deaths every year mostly in Africa (Alvar et al., 2012; Burza et al., 2018).
First-choice drugs are based on organic complexes of pentavalent anti-
mony (SbV), which are losing effectiveness due to excessive use and lack
of replacement (Frézard et al., 2009; Bush et al., 2017). A single dose of a
liposomal suspension of amphotericin B (AmBisome) (Sundar et al.,
2010), and the oral drug miltefosine (Bhattacharya et al., 2007), are
being used as second-line treatments, either alone or in combination with
SbV (Kimutai et al., 2017). However, in the case of AmBisome, its use is
limited due to, poor chemical stability at the point of care and its man-
datory intravenous route of administration (Stone et al., 2016; Jensen,
2017). In the case of miltefosine, teratogenic concerns prevent its ad-
ministration to pregnant women, and pregnancy should be avoided the
next 4 months after the end of the miltefosine treatment (Dorlo et al.,
2012). Therefore, the urgency of new antileishmanial drugs based on

validated objectives is a real need, especially when big pharmaceutical
companies are recently committed to invest more funds and efforts in the
development of novel treatments.

Control of DNA topology by DNA topoisomerases (Top) is considered a
consolidated target for drug development in cancer and infectious diseases,
including leishmaniasis (Champoux, 2001; Pommier et al., 2016). The
heterodimeric Leishmania topoisomerase IB (LTopIB) is structurally dissim-
ilar from the monomeric human Top IB (hTopIB), which makes it inter-
esting as a therapeutic target (Balaña-Fouce et al., 2014; Chowdhury and
Majumder, 2019; Velásquez et al., 2017). Mechanistically, DNA topoi-
somerase IB (TopIB) cleaves one of the DNA strands, establishing a re-
versible phosphodiester bond to the 3′-end and releasing a 5′-OH at the free
end (Stewart et al., 1998). This step is particularly dramatic, since the in-
termediate can be stabilized by certain compounds called topoisomerase
poisons, which trap the covalent TopIB-DNA cleavage complex, thus pro-
ducing single-strand DNA breaks (SSB) (Pommier et al., 2010). TopIB poi-
sons, such as camptothecin (CPT) (a natural product from the Chinese tree
Camptotheca accuminata) and non-CPT compounds such as the synthetic
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Doxorubicin to the Parasitophorous Vacuole in Leishmania 
infantum Infections
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1. Introduction

Leishmaniasis is a complex vector-borne 
disease caused by heteroxenous protozoan 
parasites of the genus Leishmania that 
currently affects ≈12 million people world-
wide, primarily in developing countries. 
These diseases affect a variety of mam-
mals and are transmitted when sandfly 
(Phlebotominae) species bite mammalian 
hosts during their blood meal.

Human leishmaniasis can course a wide 
variety of clinical manifestations that range 
from a self-healing to a fatal form. Although 
there is a continuum in the clinical spec-
trum, four clinical forms are widely rec-
ognized. Cutaneous leishmaniasis (CL) 
causes scars in the skin but in most cases 
it is a self-healing process. Mucocutaneous 
leishmaniasis is a disfiguring disease that 
destroys soft tissues at the upper respiratory 
track causing psychological disturbances 
and social stigma to patients. However, the 
most severe and fatal form if untreated is 
visceral leishmaniasis (VL), responsible 
for 20.000–30.000 estimated death per year 

worldwide.[1] Additionally, post-kala-azar dermal leishmaniasis 
(PKDL) is generally linked to previous episodes of VL and appears 
2–3 years post-treatment.[2] The risk of developing PKDL seems to 
be associated with incomplete sodium stibogluconate treatment.[3]

After sandfly feeding, the infective promastigote form can 
invade the phagocytic host cells at the bite site, where neutro-
phils[4] play an essential role in parasite pathogenesis acting 
as Trojan horses for definitive target cells. Cargoes of promas-
tigotes are efficiently and safely transferred into resident mac-
rophages of liver, spleen, and bone marrow, preventing the 
activation of their defence responses.[5] Promastigotes can also 
be internalized by macrophages at the inoculation site, ending 
within intracellular phagolysosome compartment, named para-
sitophorous vacuole (PV). Parasite visceralization from skin to 
internal organs is likely mediated by migratory infected myeloid 
cells.[6] Therefore, the administration of targeted antileishma-
nial drugs against mononuclear phagocytic system of infected 
host could be a plausible strategy against VL.

Drug Delivery System

Most drugs against visceral leishmaniasis must be administered parenterally. 
A controlled drug release at the target site can improve the efficacy and toxicity 
of antileishmanial drugs in clinical use. Amastigotes live and grow inside the 
parasitophorous vacuole of host resident macrophages. Therefore, antileishma-
nial drugs should accumulate in this compartment to kill the parasite and do 
not produce toxicity to the cell host. PEGylated dendritic polyglycerol conju-
gates (PG-PEG) can ensure a controlled drug release and the immune activa-
tion efficiency of the host. A dendritic PG conjugate with doxorubicin (DOX) 
attached through a pH-cleavable hydrazone linker (PG-DOX(pH)-PEG), is tested 
on murine macrophage cell lines and on ex vivo infected BALB/c splenocytes. 
As a control, a dendritic PG conjugate attached via a non-cleavable linker 
(PG-DOX(non)-PEG) is used. DOX fluorescence is useful to monitor the fate of 
the drug inside the infected cells by flow cytometry and confocal microscopy. The 
results show that PG-DOX(pH)-PEG slowly releases DOX inside the targeted 
macrophages, protecting the host of toxic drug concentrations. In addition, 
unlike free DOX, PG-DOX(pH)-PEG is actively internalized through the acidic 
endocytic pathway and colocalized surrounding the amastigotes. These results 
prove that PG-DOX(pH)-PEG is a promising candidate for releasing antileishma-
nial drugs in a controlled manner.
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Simple Summary: The reproduction of trypanosomatids is a fundamental issue for host–parasite
interaction, and its biological importance lies in knowing how these species acquire new defense
mechanisms against the countermeasures imposed by the host, which is consistent with the theory of
the endless race or the Red Queen hypothesis for the existence of meiotic sex. Moreover, the way these
species re-produce may also be at the origin of novel and more virulent clades and is relevant from a
thera-peutic or vaccination point of view, as sex may contribute to increased tolerance and even to the
rapid acquisition of drug resistance mechanisms. Kinetoplastids are single-celled organisms, many
of them being responsible for important parasitic diseases, globally termed neglected diseases, which
are endemic in low-income countries. Leishmaniasis, African (sleeping sickness) and American
trypanosomiasis (Chagas disease) caused by trypanosomatids are among the most ne-glected tropical
scourges related to poverty and poor health systems. The reproduction of these microorganisms
has long been considered to be clonal due to population genetic observations. However, there is
increasing evidence of true sex and genetic exchange events under laboratory conditions. We would
like to highlight the importance of this topic in the field of host/parasite in-terplay, virulence, and
drug resistance.

Abstract: Diseases caused by trypanosomatids (Sleeping sickness, Chagas disease, and leishmaniasis)
are a serious public health concern in low-income endemic countries. These diseases are produced
by single-celled parasites with a diploid genome (although aneuploidy is frequent) organized in
pairs of non-condensable chromosomes. To explain the way they reproduce through the analysis
of natural populations, the theory of strict clonal propagation of these microorganisms was taken
as a rule at the beginning of the studies, since it partially justified their genomic stability. However,
numerous experimental works provide evidence of sexual reproduction, thus explaining certain
naturally occurring events that link the number of meiosis per mitosis and the frequency of mating.
Recent techniques have demonstrated genetic exchange between individuals of the same species
under laboratory conditions, as well as the expression of meiosis specific genes. The current debate
focuses on the frequency of genomic recombination events and its impact on the natural parasite
population structure. This paper reviews the results and techniques used to demonstrate the existence
of sex in trypanosomatids, the inheritance of kinetoplast DNA (maxi- and minicircles), the impact
of genetic exchange in these parasites, and how it can contribute to the phenotypic diversity of
natural populations.

Keywords: Trypanosomatids; clonal and sexual reproduction; genetic exchange; ploidy; virulence;
drug resistance

1. Clonal Theory or True Sex?

The question of how trypanosomatids reproduce is the subject of debate between two
often apparently irreconcilable schools of thought. On the one hand, there are those who,
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Ex Vivo Phenotypic Screening of Two Small Repurposing Drug
Collections Identifies Nifuratel as a Potential New Treatment against
Visceral and Cutaneous Leishmaniasis
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ABSTRACT: Leishmaniases are vector-borne neglected diseases caused by
single-celled parasites. The search for new antileishmanial drugs has experienced
a strong boost thanks to the application of bioimaging to phenotypic screenings
based on intracellular amastigotes. Mouse splenic explants infected with
fluorescent strains of Leishmania are proven tools of drug discovery, where
hits can be easily transferred to preclinical in vivo models. We have developed a
two-staged platform for antileishmanial drugs. First, we screened two commercial
collections of repurposing drugs with a total of 1769 compounds in ex vivo
mouse splenocytes infected with an infrared emitting Leishmania infantum strain.
The most active and safest compounds were scaled-up to in vivo models of chronic Leishmania donovani visceral leishmaniasis and
Leishmania major cutaneous leishmaniasis. From the total of 1769 compounds, 12 hits with selective indices >35 were identified, and
4 of them were tested in vivo in a model of L. donovani visceral leishmaniasis. Nifuratel, a repurposed synthetic nitrofuran, when
administered orally at 50 mg/kg bw once or twice a day for 10 days, caused >80% reduction in the parasitic load. Furthermore, the
intralesional administration of nifuratel in a model of cutaneous leishmaniasis by L. major produced the parasitological cure. From
the previous results we have deduced the great capacity of mouse splenic explants to identify new hits, a model which could be easily
transferred to in vivo models, as well as the potential use of nifuratel as an alternative to the current treatment of cutaneous
leishmaniasis.

KEYWORDS: leishmaniasis, drug discovery, ex vivo explants, in vivo imaging, drug repurposing, nifuratel

Leishmaniases are a group of diseases caused by single-
celled parasites of the genus Leishmania and transmitted

by Phlebotomus and Lutzomya sandflies. Cutaneous leishma-
niasis (CL), caused by L. major, is characterized by ulcerations
and papules around the insect feeding site. These lesions could
heal spontaneously, leaving permanent scars, or become
chronic in severe cases. Although CL is not life-threatening,
it can lead to stigmatization and social exclusion. L. donovani
and L. infantum visceral leishmaniasis (VL) is characterized by
fever, weight loss, and hepatosplenomegaly. VL is fatal without
treatment, causing between 20 000 to 50 000 deaths per
year.1−3 Nowadays, there is no effective vaccine against any
form of leishmaniasis, and therefore, treatment is just based on
chemotherapy.1

Drug repurposing is a well-established drug discovery
strategy aimed at identifying new biological functions of
approved medicines. Some of the strengths of this strategy lie
in the following: (i) pharmacokinetic (PK) data are available
for some species; (ii) the time frame for drug development can
be reduced because most preclinical testing, safety assessment,
and, in some cases, formulation development have already
been completed; (iii) less investment is needed, although this
will vary greatly depending on the stage and process of

development of the repurposing candidate. For all these
advantages, drug repurposing is a suitable approach for
neglected tropical diseases, where new treatments are urgently
needed. We should not overlook the fact that this strategy has
been successfully applied in the past against leishmaniasis. In
fact, 62.5% of current antileishmanial drugs such as
amphotericin B, miltefosine, and pentamidine were initially
used as antifungal, anticancer, and antimicrobial agents,
respectively.4,5

Undoubtedly, drug development against leishmaniasis is
currently experiencing a golden age given that the pipeline of
compounds to enter phase I has more candidates than
ever.6−10 However, the hit rate during mass screening
campaigns is not as high as expected due to the low degree
of predictability of the methods used.11 Drug screening
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Bioluminescent Imaging Identifies Thymus, As Overlooked
Colonized Organ, in a Chronic Model of Leishmania donovani Mouse
Visceral Leishmaniasis
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ABSTRACT: The search for new drugs against neglected parasitic
diseases has experienced a major boost in recent years with the
incorporation of bioimaging techniques. Visceral leishmaniasis, the
second more neglected disease in the world, has effective treatments
but with several disadvantages that make the search for new
therapeutic solutions an urgent task. Animal models of visceral
leishmaniasis that resemble the human disease have the disadvant-
age of using hamsters, which are an outbred breeding animal too
large to obtain acceptable images with current bioimaging
methodologies. Mouse models of visceral leishmaniasis seem,
however, to be more suitable for early (acute) stages of the disease, but not for chronic ones. In our work, we describe a
chronic Balb/c mouse model in which the infection primarily colonizes the spleen and well recreates the late stages of human
disease. Thanks to the bioluminescent image, we have been able to identify experimentally, for the first time, a new primary
lymphoid organ of colonization, the thymus, which appears infected from the beginning until the late phases of the infection.

KEYWORDS: Leishmania donovani, drug discovery, in vivo imaging, thymus

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonotic neglected disease
produced by single-celled parasites of the genus

Leishmania (Leishmania infantum and Leishmania donovani)
and transmitted by Phlebotomus and Lutzomya sandflies.1 L.
donovani is mainly transmitted from human to human, unlike
L. infantum, whose transmission is mostly zoonotic. Although
VL is a disease that has been known for centuries and has high
mortality (according to WHO, the incidence is more than
30 000 fatalities per year in the absence of treatment (https://
www.who.int/health-topics/leishmaniasis#tab=tab_1)), no ef-
fective vaccine for humans is yet available. In addition, the
existing drugs are unsafe, ineffective in certain geographical
areas due to the emergence of resistance, and mostly depend
on parenteral administration, which reduces patient adherence
to long periods of treatment.2,3

The high prevalence of these diseases in endemic regions of
the planet, the suffering caused by the disease, not only from a
health perspective but also from an economic point of view,
and the lack of general interest in the so-called neglected
diseases make research into safer and more effective
therapeutic alternatives by all public and private stakeholders
more necessary than ever in order to eradicate them in the
shortest time possible.2

The research of new drugs against VL has had an important
boost in recent years thanks to the effort done by supranational
entities such as DNDi along with academic institutions and

public and private research centers, which have developed
campaigns for its rapid eradication from a multidisciplinary
perspective. This includes, from massive screening of new or
repurposed molecules in systems with greater translatability, to
preclinical in vivo models that have incorporated new
candidates to the initial clinical phases in a short period of
time.4−6

The incorporation of modified transgenic parasites that emit
light or fluorescence in the presence of specific substrates along
with the development of bioimaging detection equipment have
been a great step forward in the progress of preclinical models
of VL in experimental animals.7−10 The development of
Leishmania strains stably transfected with the gene encoding
firefly luciferase that, in the presence of luciferin, emit light
from internal organs allows real-time analysis of the course of
an infection and its treatment without the need to sacrifice
animals.11,12 Moreover, due to in vivo imaging being a friendly,
nonlethal procedure, which could be performed repetitively,
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Abstract: Macrophages are hosts for intracellular pathogens involved in numerous diseases including
leishmaniasis. They express surface receptors that may be exploited for specific drug-targeting.
Recently, we developed a PEGylated dendritic polyglycerol-based conjugate (PG–PEG) that colocalizes
with intracellular parasite. We hereby study the effect of surface decoration with mannose units on
the conjugates’ targeting ability toward leishmania intracellular parasites. Murine and human
macrophages were exposed to fluorescently labeled mannosylated PG–PEG and uptake was
quantified by flow cytometry analysis. Nanocarriers bearing five mannose units showed the highest
uptake, which varied between 30 and 88% in the population in human and murine macrophages,
respectively. The uptake was found to be dependent on phagocytosis and pinocytosis (80%), as well
as clathrin-mediated endocytosis (79%). Confocal microscopy showed that mannosylated PG–PEGs
target acidic compartments in macrophages. In addition, when both murine and human macrophages
were infected and treated, colocalization between parasites and mannosylated nanoconjugates was
observed. Leishmania-infected bone marrow-derived macrophages (BMM) showed avidity by
mannosylated PG–PEG whereas non-infected macrophages rarely accumulated conjugates. Moreover,
the antileishmanial activity of Amphotericin B was kept upon conjugation to mannosylated PG–PEG
through a pH-labile linker. This study demonstrates that leishmania infected macrophages are
selectively targeted by mannosylated PEGylated dendritic conjugates.

Keywords: nanocarriers; polyglycerol; amphotericin B; mannosylated surface decoration;
macrophage residing Leishmania infantum

1. Introduction

Leishmaniasis is a complex of neglected diseases transmitted by the bite of blood-sucking sandflies
infected with parasites of the genus Leishmania [1]. Among the different species of Leishmania, L.
donovani and L. infantum in the Old World and L. chagasi (infantum) in the New World are responsible
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ABSTRACT
Herein, we characterize the cellular uptake of a
DNA structure generated by rolling circle DNA am-
plification. The structure, termed nanoflower, was
fluorescently labeled by incorporation of ATTO488-
dUTP allowing the intracellular localization to be fol-
lowed. The nanoflower had a hydrodynamic diame-
ter of approximately 300 nanometer and was non-
toxic for all mammalian cell lines tested. It was in-
ternalized specifically by mammalian macrophages
by phagocytosis within a few hours resulting in spe-
cific compartmentalization in phagolysosomes. Max-
imum uptake was observed after eight hours and
the nanoflower remained stable in the phagolyso-
somes with a half-life of 12 h. Interestingly, the
nanoflower co-localized with both Mycobacterium
tuberculosis and Leishmania infantum within in-
fected macrophages although these pathogens es-
cape lysosomal degradation by affecting the phago-
cytotic pathway in very different manners. These re-
sults suggest an intriguing and overlooked poten-
tial application of DNA structures in targeted treat-
ment of infectious diseases such as tuberculosis
and leishmaniasis that are caused by pathogens
that escape the human immune system by modify-
ing macrophage biology.

INTRODUCTION
DNA structures present several advantages for drug deliv-
ery purposes. These include biocompatibility, safety, stabil-
ity and the ease by which entities with different shape, size
and functionalizations can be designed (1). Cellular delivery
of unfunctionalized or various functionalized DNA struc-
tures to cell lines or even in whole organisms have been
demonstrated in a large number of studies (2–13). Interest-
ingly, in the context of drug delivery purposes, the rigid or
compact nature of DNA structures appears to make them
more prone for entering living cells than linear single- or
double-stranded DNA (14). For example, efficient cellu-
lar uptake of Spherical Nucleic Acids (SNAs) was demon-
strated to be facilitated by scavenger receptors (15,16). Con-
sistently, we observed uptake of a pristine octahedral DNA
nanocage in COS-1 cells transfected with a scavenger re-
ceptor (Lox1) expressing plasmid but not in un-transfected
COS-1 (17) or HEK293T cells (18). The Fan and Tuber-
field groups, on the other hand, demonstrated uptake of
a pristine DNA tetrahedron in un-transfected HeLa and
HEK293T cells (19,20) and studies suggest that the ‘pointy-
ends’ in tetrahedral structures may facilitate internalization
(21,22).

Once internalized, the cellular stability of DNA struc-
tures is rather high varying between 24 and 48 h depending
on the identity of the structure (20,23,24). Unless targeted
to other organelles, most DNA structures are directed to
the phagolysosomes of treated cells (17,19,23,25,26). This
localization presents an obvious advantage, when it comes
to treatment of infectious diseases caused by intracellular
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Abstract

Background: Canine leishmaniasis is a zoonotic disease caused by Leishmania infantum, being the dogs one of the
major reservoirs of human visceral leishmaniasis. DNA topology is a consolidated target for drug discovery. In this
regard, topoisomerase IB – one of the enzymes controlling DNA topology – has been poisoned by hundreds of
compounds that increase DNA fragility and cell death. Aromathecins are novel molecules with a multiheterocyclic
ring scaffold that have higher stability than camptothecins.

Results: Aromathecins showed strong activity against both forms of L. infantum parasites, free-living promastigotes
and intra-macrophagic amastigotes harbored in ex vivo splenic explant cultures obtained from infected BALB/c
mice. However, they prevented the relaxation activity of leishmanial topoisomerase IB weakly, which suggests that
the inhibition of topoisomerase IB partially explains the antileishmanial effect of these compounds. The effect of
aromathecins was also studied against a strain resistant to camptothecin, and results suggested that the trafficking
of these compounds is not through the ABCG6 transporter.

Conclusions: Aromathecins are promising novel compounds against canine leishmaniasis that can circumvent
potential resistances based on drug efflux pumps.

Keywords: Leishmania, DNA-topoisomerase IB, Camptothecin, Aromathecins

Background
Canine leishmaniasis (CanL) is a serious zoonotic disease
caused by L. infantum in the Old World and L. infantum
chagasi in the New World. Dogs affected by this disease
become reservoirs of human visceral leishmaniasis, being
extremely relevant the presence of L. infantum as its
subspecies in Latin America, mainly in Brazil. Although
there are several vaccines in use, and preventive mea-
sures including collars impregnated with insecticide or
spot-on drops contribute to reduce the endemicity of
this disease, the use of drugs is strictly necessary when
the signs and symptoms appear in the animal. Now-
adays, antimony-based (SbV) drugs, alone or in combin-
ation with allopurinol, are considered the gold standard
treatment against CanL in southern European countries,
whereas the oral drug miltefosine is used as second-line
drug [1]. However, the mandatory parenteral administration

of SbV and the multiple side effects of SbIII (product of en-
zymatic activation of the drug by host enzymes), are some
of the causes of treatment interruption, which favors the
emergence of relapses in the first-year post-treatment. Re-
lated to drug misuse is the emergence of resistant strains
that may be triggered by host or parasite factors. Among the
factors linked to the host, the most prevalent are those re-
lated to the alterations of pharmacokinetic parameters or
the immunological system. On the other hand, factors re-
lated to parasites include structural modifications of target
proteins, along with overexpression of ABC and multiple
drug resistance (MDR) proteins [2]. Therefore, drug discov-
ery research in this field is absolutely necessary to find new
drugs for the management of CanL.
DNA topoisomerases are consolidated targets for drug

development in cancer and infectious diseases. DNA
topoisomerase IB (TopIB) is involved in relaxing super-
coiled DNA by a DNA breaking and rejoining process.
In this process TopIB cleaves one DNA strand by nu-
cleophilic attack from the catalytic tyrosine placed in the
active site, which becomes linked to 3′ phosphate end of

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
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Walking a tightrope: drug discovery in
visceral leishmaniasis
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The current commitment of the pharma industry, nongovernmental organizations and academia to find

better treatments against neglected tropical diseases should end decades of challenge caused by these

global scourges. The initial result of these efforts has been the introduction of enhanced combinations of

drugs, currently in clinical use, or formulations thereof. Phenotypic screening based on intracellular

parasite infections has been revealed as the first key tool of antileishmanial drug discovery, because most

first-in-class drugs entering Phase I trials were discovered this way. The professional commitment among

stakeholders has enabled the availability of a plethora of new chemical entities that fit the target product

profile for these diseases. However, the rate of hit discovery in leishmaniasis is far behind that for other

neglected diseases. This review defends the need to develop new screening methods that consider the

part played not only by intracellular parasites but also by the host’s immune system to generate disease-

relevant assays and improve clinical outcomes.
Introduction
Leishmaniasis (see Glossary) is a neglected tropical disease (NTD),

endemic in 98 countries. Currently, 12 million people are affected

with leishmaniasis, >350 million people are at risk of contracting

the infection and over one million new cases are reported each

year. This parasitic disease has four main clinical syndromes:

cutaneous leishmaniasis (CL), mucocutaneous leishmaniasis

(MCL), visceral or Kala-azar leishmaniasis (VL) and post Kala-azar

dermal leishmaniasis (PKDL). VL is ranked second in mortality and

fourth in morbidity among NTDs, with 20 000–40 000 deaths

annually. The majority of cases (90%) are reported in three en-

demic foci: (i) India; (ii) East Africa; and (iii) Brazil [1]. In the

absence of vaccines, chemotherapy and vector control are the

tools for disease management [2].

In 2005, the Indian Subcontinent, where the disease is caused by

Leishmania donovani and has anthroponotic transmission, launched

aninitiativetoeliminatethediseaseby2017[3]. In2014,Bhutan and

Thailand joined the initiative and the goal was set for 2020 [4],
Corresponding author: Reguera, R.M. (rmregt@unileon.es)
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although this has since been delayed [5]. The potential role of

asymptomatically infected humans and animals, along with the

important reservoir of infection that can represent PKDL patients,

are some reasons raised to explain this delay [5]. Recently, new

models of transmission, including not only active VL but also

asymptomatic and PKDL patients, concluded that the current policy

recommendations by WHO, which are based on the combination of

indoor spraying of insecticide and the reduction of onset-to-treat-

ment times, would be sufficient to achieve the elimination target in

all settings [6]. Treatments are mainly based on a single dose of

liposomal amphotericin B (LAMB) [7] but its poor stability along

with cold-chain issues in endemic districts imply other alternatives

based on combination therapy, such as a single dose of LAMB (5 mg/

kg) plus 7 days of oral miltefosine (50 mg once daily) or single dose of

LAMB plus 10 days of paromomycin sulfate (15 mg/kg/day) or mil-

tefosine (50 mg once a day for 10 days) plus paromomycin (15 mg/

kg/d for 10 days) [8]. In East Africa, where AIDS is epidemic, VL with

HIV co-infection has become a serious challenge [9]. The first-line

treatment based on pentavalent antimonials has been replaced with

the combination of sodium stibogluconate and paromomycin (SSG
www.drugdiscoverytoday.com 1209
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Abstract

Background
Visceral leishmaniasis is a neglected parasitic disease with no vaccine available and its
pharmacological treatment is reduced to a limited number of unsafe drugs. The scarce read-
iness of new antileishmanial drugs is even more alarming when relapses appear or the
occurrence of hard-to-treat resistant strains is detected. In addition, there is a gap between
the initial and late stages of drug development, which greatly delays the selection of leads
for subsequent studies.

Methodology/Principal findings
In order to address these issues, we have generated a red-shifted luminescent Leishmania
infantum strain that enables long-termmonitoring of parasite burden in individual animals
with an in vivo limit of detection of 106 intracellular amastigotes 48 h postinfection. For this
purpose, we have injected intravenously different infective doses (104—5x108) of metacyclic
parasites in susceptible mouse models and the disease was monitored from initial times to
21 weeks postinfection. The emission of light from the target organs demonstrated the
sequential parasite colonization of liver, spleen and bonemarrow. When miltefosine was
used as proof-of-concept, spleen weight parasite burden and bioluminescence values
decreased significantly.

Conclusions
In vivo bioimaging using a red-shifted modified Leishmania infantum strain allows the
appraisal of acute and chronic stage of infection, being a powerful tool for accelerating drug
development against visceral leishmaniasis during both stages and helping to bridge the
gap between early discovery process and subsequent drug development.
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Copyright:© 2019 Álvarez-Velilla et al. This is an

open access article distributed under the terms of

the Creative Commons Attribution License, which

permits unrestricted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the original

author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are

within the paper and its Supporting Information

files.

Funding: RAV received a postdoctoral fellowship

from Tres Cantos Open Lab Foundation CBM-

ULe_TC178 TCOLF (http://www.

openlabfoundation.org). MCGC received a

predoctoral fellowship from Consejerı́a de

Educación de la Junta de Castilla y León (http://

www.educa.jcyl.es/es). RBF was granted by

http://orcid.org/0000-0001-9148-2997
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007133
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pntd.0007133&domain=pdf&date_stamp=2019-02-27
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pntd.0007133&domain=pdf&date_stamp=2019-02-27
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pntd.0007133&domain=pdf&date_stamp=2019-02-27
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pntd.0007133&domain=pdf&date_stamp=2019-02-27
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pntd.0007133&domain=pdf&date_stamp=2019-02-27
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pntd.0007133&domain=pdf&date_stamp=2019-02-27
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007133
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007133
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.openlabfoundation.org
http://www.openlabfoundation.org
http://www.educa.jcyl.es/es
http://www.educa.jcyl.es/es


Contents lists available at ScienceDirect

Research in Veterinary Science

journal homepage: www.elsevier.com/locate/rvsc

In vitro anthelmintic activity and safety of different plant species against the
ovine gastrointestinal nematode Teladorsagia circumcincta

Myriam Esteban-Ballesterosa,b, Jaime Sanchisc, Camino Gutiérrez-Corbod, Rafael Balaña-Fouced,
Francisco A. Rojo-Vázqueza,b, Camino González-Lanzaa, María Martínez-Valladaresa,b,⁎

a Instituto de Ganadería de Montaña (CSIC-Universidad de León), Grulleros 24346, León, Spain
bDepartamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de León, Campus de Vegazana s/n, León 24071, Spain
c Departamento de Parasitología, Universidad de la República (Regional Norte), Salto, Uruguay
dDepartamento de Ciencias Biomédicas, Facultad de Veterinaria, Universidad de León, Campus de Vegazana s/n, León 24071, Spain

A R T I C L E I N F O

Keywords:
Plant extract
Egg hatch assay
Anthelmintic activity
Cytotoxicity
Teladorsagia circumcincta

A B S T R A C T

The present study was conducted to evaluate the in vitro anthelmintic activity and safety of methanolic and
aqueous extracts of 9 plants against the ovine GIN Teladorsagia circumcincta. Initially the ovicidal efficacy of all
extracts was tested at 50mg/ml and at 1%, this last concentration for the methanolic extract of Elettaria car-
damomum, by the Egg Hatch Assay. In those extracts with efficacy higher than 95%, the effective concentration
required to inhibit 50% of egg hatching (EC50) and their cytotoxicity, as the lethal dose 50 (LC50), was also
measured. The aqueous extracts of Aesculus hippocastanum, Isatis tinctoria, Chelidonium majus, E. cardamomum
and Sisymbrium irio, with EC50 values ranging 1.30–2.88mg/ml, and the aqueous extract of Jasminum polyanthum
with a value of 6.41mg/ml, showed the highest activities. The aqueous extract of J. polyanthum was the safest
extract, followed by methanolic extract of E. cardamomum and aqueous extract of S. irio, all of them with a
Selective Index higher than 1. According to our results, there is no correlation between the amount of total
phenols or total tannins with the anthelmintic activity of the plants tested. Although results need to be inter-
preted with caution, as in vitro activity may not automatically translate into in vivo efficacy, those extracts with SI
equal or higher than 1 and EC50 equal or lower than 6mg/ml, could be taken into account for being used
subsequently as feed or food additives in infected sheep.

1. Introduction

Parasitic infections caused by gastrointestinal nematodes (GINs) are
a worldwide health problem in grazing farm animals, mainly rumi-
nants. These infections cause lack of appetite, diarrhea, anemia and, in
severe cases, death (Athanasiadou and Kyriazakis, 2004). The usual
mode of controlling GIN infections in ruminants is the administration of
anthelmintic drugs. However, the misuse of these drugs has caused a
rapid development of anthelmintic resistance in worm populations due
to a rise in the frequency of resistant alleles (Martínez-Valladares et al.,
2012a, 2012b). Moreover, the administration of these drugs leads to the
presence of chemical residues in meat and milk, resulting in withdrawal
periods that produce economic losses and, at the same time, increasing
the risk of environmental contamination. These disadvantages have
stimulated the search for alternative control methods, such as the use of
new compounds with anthelmintic properties like some traditional
medicinal plants.

In recent years many authors have reviewed the anthelmintic
properties of different plants or extracts collected around the world
(Acharya et al., 2014; Adamu et al., 2013; Eguale et al., 2007a, 2007b;
Kozan et al., 2006; Pessoa et al., 2002). Among many studies, one ex-
ample is the study carried out by Lone et al. (2012) who found a sig-
nificant anthelmintic activity, in vitro and in vivo, of aqueous and me-
thanolic extracts of Euphorbia helioscopia against mixed GIN infections
in sheep.

It is believed that the anthelmintic activity in plants is related to the
amount of condensed tannins and/or others secondary metabolites such
as flavonoids, steroids, terpenoids, alkaloids, saponins, etc. (Hoste et al.,
2006, 2012; Marie-Magdeleine et al., 2010; Vargas-Magaña et al.,
2014). However, the amount of these compounds in the plant depends
on the season when plant is collected, its geographical origin and
phenological stage, among other factors (Manolaraki, 2011; Novobilsky
et al., 2013). The importance of tannins is due to the fact that some
studies in ruminants suggested that parasitised sheep and red deer
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