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IFAT Inmunofluorescencia indirecta Inmunofluorescence antibody test 

IFN Interferón  Interferon 

IL Interleuquina Interleukin 

IM Inmaduro Immature 

iNOS Óxido nítrico sintasa  Nitric oxide synthase 

ISCIII Instituto de Salud Carlos III Institute of Health Carlos III 

IV Intravenoso Intravenous 

JAK Proteínas de la familia Janus quinasa Janus kinase proteins 

JPCM5 MCAN/ES/98/LLM-877 MCAN/ES/98/LLM-877 

Kb Kilobase Kilobase 

kDNA DNA del kineoplasto de Leishmania Leishmania kinetoplast DNA 

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes 

LCF Factor quimiotáctico de Leishmania Leishmania chemotactic factor 

LDA Ensayo de dilución límite  Limiting dilution assay 

LIT1 Transportador de hierro de Leishmania 1 Leishmania iron transporter 1 

LIT2 Transportador de hierro de Leishmania 2 Leishmania iron transporter 2 

LLL Linfadenopatía leishmanial localizada Localized leishmanial lymphadenopathy 

LPG Lipofosfoglicano Lipophosphoglycan 

LPS Lipopolisacárido Lipopolysaccharide 

M Maduro Mature 

MAC Complejo de ataque a membrana Membrane attack complex 

MAPK Proteínas quinasas activadas por mitógenos  Mitogen-activated protein kinases 

MCL Leishmaniosis mucocutánea Mucocutaneous leishmaniosis 

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad Major histocompatibility complex 

MIP-1β Proteína inflamatoria del macrófago 1β Macrophage inflammatory protein 1β 

MLEE Electroforesis de enzimas multilocus Multilocus enzyme electrophoresis 

Mø Macrófago Macrophage 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16887934/
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/horseradish-peroxidase
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mRNA RNA mensajero Messenger RNA 

Msr Metionina-sulfóxido reductasas Methionine sulfoxide reductases 

mTOR1 Complejo 1 del receptor de la rapamicina  Mammalian target of rapamycin complex 1 

MTT Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)- 2,5-
difenil-2H-tetrazolio 

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide 

NaCl Cloruro sódico Sodium chloride 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato Nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate 

NE Elastasa  Neutrophil elastase 

NETs Neutrophil extracellular traps Neutrophil extracellular traps 

NF-κB Factor nuclear kappa B Nuclear factor kappa B 

NI Células DH82 no infectadas Uninfected DH82 cells 

NK Célula Natural killer Natural killer cell 

NLR Receptor tipo NOD NOD-like receptor 

NO Óxido nítrico Nitric oxide 

NTD Enfermedades Tropicales Desatendidas Neglected Tropical Diseases 

PCA Análisis de componentes principales Principal component analysis 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa Polymerase chain reaction  

PI Postinfección Post-infection 

PI3K Fosfatidilinositol-3-quinasa Phosphatidylinositol 3-kinase 

PKC Proteína quinasa C Protein kinase C 

PKDL Leishmaniosis dérmica Post-Kala-Azar  Post-Kala-Azar dermal leishmaniosis 

PKR Proteína quinasa R Protein kinase R 

PMA Forbol-12-miristato-13-acetato Phorbol-12-myristate-13-acetate 

PMSF Floruro de fenilmetilsulfonilo  Phenylmethylsulfonyl fluoride 

POL2FL6 IPER/ES/2012/POL2FL6  IPER/ES/2012/POL2FL6  

POL2FL7 IPER/ES/2012/POL2FL7 IPER/ES/2012/POL2FL7 

PPG Proteofosfoglicano Proteophosphoglycan 

PSG Gel secretado por promastigotes Promastigote secretory gel 

PV Vacuola parasitófora Parasitophorous vacuole 

Q Índice de calidad Phred Phred quality score 

qPCR PCR cuantitativa Quantitative PCR 

qRT-PCR PCR cuantitativa de transcripción inversa  Quantitative reverse transcription PCR 

RCL Leishmaniosis cutánea recidivante  Leishmaniosis recidivans 

RNA Ácido ribonucleico Ribonucleic acid 

RNA-seq Secuenciación masiva de RNA RNA sequencing  

ROS Especies reactivas de oxígeno Reactive oxygen species 

RPMI Roswell Park Memorial Institute Roswell Park Memorial Institute 

SEM Error estándar de la media Standard error of the mean 

AIDS Síndrome de inmunodeficiencia adquirida Acquired immune deficiency syndrome 

SLA Antígeno soluble de Leishmania Soluble Leishmania antigen 

STAT Proteínas activadoras de la transcripción Activator of transcription proteins 

Tc Linfocito T citotóxico Cytotoxic T cell 

TGF Factor de crecimiento transformante Transforming growth factor  

Th Linfocito T colaborador Helper T cell 

TLR Receptor tipo toll Toll-like receptor 
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TNF Factor de necrosis tumoral Tumor necrosis factor 

Treg Linfocito T regulador Regulatory T Cell 

Tris-Hcl Tris-ácido clorhídrico Tris-hydrochloride 

tRNA RNA de transferencia Transfer RNA 

UCM Universidad Complutense de Madrid Complutense University of Madrid 

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular Vascular endothelial growth factor 

HIV Virus de la inmunodeficiencia humana Human immunodeficiency virus 

VL Leishmaniosis visceral Visceral leishmaniosis 

WB Western Blot Western Blot 

WER Registro Epidemiológico Semanal Weekly Epidemiological Record 

WHO Organización Mundial de la Salud World Health Organization  

ZVL Leishmaniosis visceral zoonótica Zoonotic visceral leishmaniosis 

https://www.immunology.org/es/public-information/bitesized-immunology/cells/c%C3%A9lulas-t-reguladoras-tregs#:~:text=Las%20c%C3%A9lulas%20Treg%20se%20caracterizan,y%20funci%C3%B3n%20de%20estas%20c%C3%A9lulas.
https://www.scbt.com/es/p/tris-hydrochloride-molecular-biology-grade-1185-53-1
https://twitter.com/who
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RESUMEN 

Título: Virulencia de aislados de Leishmania infantum procedentes del brote de leishmaniosis 

humana en la Comunidad de Madrid: caracterización y evaluación en células de reservorios 

mamíferos. 

La leishmaniosis visceral zoonótica (ZVL) producida por L. infantum, es una enfermedad 

parasitaria que constituye un gran reto para la salud pública al afectar tanto a seres humanos 

como a perros, siendo estos últimos el principal reservorio. Su transmisión, fundamentalmente 

vectorial, se lleva a cabo mediante insectos denominados flebotomos pertenecientes al género 

Lutzomyia en América Central y del Sur y Phlebotomus en la Cuenca Mediterránea, Oriente 

Medio y Asia. Se trata de una enfermedad que cursa con cuadros clínicos de gravedad variable 

en los hospedadores, con manifestaciones tanto cutáneas como viscerales, que pueden incluso 

llegar a producir la muerte de los pacientes si no se recibe el tratamiento adecuado.   

En España, la ZVL se presenta de forma endémica y afecta fundamentalmente a los cánidos. 

Tradicionalmente el número de casos en la población humana ha sido siempre muy bajo y ha 

estado ligado a situaciones de inmunosupresión. Sin embargo, en los últimos años su incidencia 

ha aumentado a consecuencia del brote de leishmaniosis acontecido en el suroeste de la 

Comunidad de Madrid. Este es, hasta la fecha, el mayor brote de leishmaniosis humana 

declarado en Europa y ha despertado el interés de la comunidad científica al presentar 

importantes particularidades, entre las que se encuentra el elevado número de pacientes 

inmunocompetentes afectados. No obstante, al investigar los aislados responsables no se halló 

un nuevo genotipo emergente de L. infantum, sino que presentaron el mismo genotipo que la 

cepa MHOM/ES/87/LOMBARDI, aislada en diferentes localizaciones de la Comunidad de Madrid 

desde el año 1992. Además, ante la ausencia de un incremento de la prevalencia de la 

leishmaniosis canina, mediante estudios de xenodiagnóstico, se confirmó el papel ejercido por 

las liebres y los conejos como reservorios alternativos, hallándose por primera vez en la Cuenca 

Mediterránea un ciclo de transmisión silvestre independiente de los cánidos.   

Las dimensiones ecoepidemiológicas de este brote hicieron que en el grupo de investigación 

INMIVET, en colaboración con otros grupos, nos planteásemos la posibilidad de que se hubiese 

producido un cambio en el perfil de virulencia de los aislados parasitarios responsables que 

pudiera explicar parte de lo acontecido. En ese contexto, centramos el objetivo general de la 

presente tesis doctoral que consistía en la caracterización funcional de la virulencia y tropismo 

diferencial de dos de estos aislados, inicialmente en un modelo murino experimental y 

posteriormente en un modelo de infección ex vivo en células de origen canino. 

En primer lugar, basándonos en los resultados obtenidos en estudios previos de interacción 

Leishmania-hospedador, llevamos a cabo un ensayo de infección in vivo en ratones BALB/c en 

el que comparamos los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7, procedentes del brote, con 



RESUMEN 

16  

la cepa tradicional BCN150. Estudiamos la capacidad metastásica de los parásitos y la respuesta 

inmunitaria desencadenada en los animales infectados. Los resultados apuntaron a una mayor 

virulencia de los aislados procedentes del brote, en términos de carga parasitaria en los órganos 

diana (hígado y bazo) y capacidad para modular en su beneficio la respuesta inmunitaria de los 

hospedadores, originando un aumento de la actividad arginasa, de la respuesta humoral y un 

predominio de citoquinas características de un perfil antinflamatorio. Al comparar ambos 

aislados procedentes del brote, BOS1FL1 presentó un fenotipo de mayor agresividad que el 

aislado POL2FL7.  

Posteriormente, estudiamos el comportamiento del aislado BOS1FL1 y la cepa BCN150 en su 

interacción con células de origen canino. Para ello, caracterizamos el desarrollo in vitro de los 

parásitos estudiando su cinética de crecimiento y metaciclogénesis, sin hallar importantes 

diferencias entre ambos. Además, evaluamos su resistencia en condiciones de estrés oxidativo, 

encontrando una menor susceptibilidad del aislado BOS1FL1 al efecto de las especies reactivas 

de oxígeno (ROS). A continuación, llevamos a cabo la infección de monocitos y macrófagos 

derivados de sangre periférica de perro con promastigotes de ambos parásitos para estudiar su 

capacidad infectiva y la respuesta defensiva de las células. Los resultados mostraron una menor 

capacidad de infección del aislado BOS1FL1 en comparación con la cepa BCN150 en las células 

caninas, sin embargo, apenas se encontraron diferencias en la producción de citoquinas o 

compuestos con actividad leishmanicida como ROS. En función de estos resultados, el aislado 

BOS1FL1 mostró una menor virulencia que la cepa BCN150 en las células caninas, siendo aún 

necesarios más estudios para investigar en detalle los mecanismos implicados en este cambio 

de comportamiento.  

En este contexto, llevamos a cabo un análisis del perfil transcripcional desarrollado tras la 

infección de la línea celular DH82 de macrófagos tumorales caninos con el aislado BOS1FL1 y la 

cepa BCN150 mediante secuenciación masiva del RNA. Los resultados obtenidos mostraron que 

la infección con L. infantum no inducía una importante modificación en los patrones de 

expresión génica celular o parasitaria. No obstante, sí se observaron algunas diferencias en la 

respuesta desencadenada por cada cepa o aislado parasitario como la diferente modulación de 

la vía de señalización PI3K-Akt. Esta vía se encuentra implicada en la supervivencia celular y, ante 

una infección por Leishmania, puede influir en la producción de citoquinas antinflamatorias y 

compuestos leishmanicidas. Esto podría justificar, en parte, las diferencias observadas en la 

capacidad infectiva de ambos parásitos en células caninas. En su conjunto, los resultados 

derivados de esta tesis doctoral suponen el inicio en la caracterización de la virulencia de los 

aislados de L. infantum responsables del brote de leishmaniosis humana de la Comunidad de 

Madrid, sin embargo, es indispensable continuar investigando cual es el verdadero papel de la 

adaptación y coevolución de distintos aislados de L. infantum en la interacción de este protozoo 

con sus diferentes hospedadores. 
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SUMMARY 

Zoonotic visceral leishmaniasis (ZVL) caused by L. infantum is a parasitic disease that constitutes 

a major public health challenge as it affects both humans and dogs, the main reservoir. The 

transmission is carried by insects called phlebotomine sandflies belonging to the genus 

Lutzomyia in Central and South America and Phlebotomus in the Mediterranean Basin, the 

Middle East and Asia. It is a disease that causes a wide spectrum of clinical presentations, with 

both cutaneous and visceral manifestations, which can even lead to death if not adequately 

treated. 

In Spain, ZVL is endemic and mainly affects canids. Traditionally, the number of cases in the 

human population has always been low and has been linked to immunosuppression states. 

However, in the last years, its incidence has increased due to the leishmaniosis outbreak in the 

southwest of the Community of Madrid. This is, to date, the largest outbreak of human 

leishmaniosis reported in Europe and has attracted the interest of the scientific community as it 

has important particularities, including the high number of immunocompetent patients 

affected. Nevertheless, when investigating the responsible isolates, no new emerging genotype 

of L. infantum was found, presenting the same genotype as the MHOM/ES/87/LOMBARDI strain, 

which has been found in different locations in the Community of Madrid since 1992. Moreover, 

in the absence of an increase in the prevalence of canine leishmaniasis, xenodiagnostic studies 

confirmed the role of hares and rabbits as alternative reservoirs, finding a novel wild 

transmission cycle in the Mediterranean basin independent of canids. 

The ecoepidemiological features of this outbreak led the INMIVET research group, in 

collaboration with other groups, to consider the possibility of a change in the virulence profile 

of the parasite isolates from the outbreak, that could explain part of its different behaviour. In 

this context, we focused the general objective of this doctoral thesis on the functional 

characterisation of the virulence and differential tropism of two of these isolates, initially in an 

experimental murine model and subsequently in an ex vivo infection model with canine cells. 

First, based on the results obtained in previous Leishmania-host interaction studies, we 

performed an in vivo infection assay in BALB/c mice in which we compared L. infantum isolates 

BOS1FL1 and POL2FL7 from the outbreak with the traditional BCN150 strain. We studied the 

metastatic capacity of the parasites and the immune response triggered in infected animals. The 

results showed a higher virulence of the isolates from the outbreak than BCN150, in terms of 

parasite load in the target organs (liver and spleen) and the ability to modulate the host immune 

response to their benefit, causing an increase in arginase activity, humoral response and a 

prevalence of cytokines characteristic of an anti-inflammatory profile. When comparing the two 

isolates from the outbreak, BOS1FL1 showed a more aggressive phenotype than POL2FL7. 
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Subsequently, we studied the behaviour of BOS1FL1 and BCN150 in their interaction with canine 

cells. We characterised the in vitro development of the parasites by studying their growth 

kinetics and metacyclogenesis. No significant differences were found between them. In addition, 

we evaluated their resistance under oxidative stress conditions, finding a lower susceptibility of 

BOS1FL1 to the effect of reactive oxygen species (ROS). Then, we carried out the infection of 

dog peripheral blood-derived monocytes and macrophages with promastigotes of both 

parasites to study their infective capacity and the defensive response of the cells. The results 

showed a lower infectivity of BOS1FL1 compared to BCN150 in canine cells, however, few 

differences were found in the production of cytokines or compounds with leishmanicidal activity 

such as ROS. Based on these results, BOS1FL1 showed lower virulence than BCN150 in canine 

cells, although further studies are still needed to investigate in detail the mechanisms involved 

in its behavioural change. 

In this context, we analysed the transcriptional profile developed after infection of the canine 

tumour macrophage cell line DH82 with BOS1FL1 and BCN150 by RNA sequencing. The results 

showed that infection with L. infantum did not induce a significant change in cellular or parasitic 

gene expression patterns. However, some differences were observed in the response triggered 

by each parasite strain or isolate, such as the different modulation of the PI3K-Akt signalling 

pathway, which is involved in cell survival and response to Leishmania by affecting the 

production of anti-inflammatory cytokines and leishmanicidal compounds. This could partially 

explain the differences observed in both parasites when infecting canine cells. Taken together, 

the results obtained in this doctoral thesis represent the beginning of the virulence 

characterisation of the L. infantum isolates responsible for the human leishmaniasis outbreak in 

the Community of Madrid. However, it is essential to continue investigating the true role of 

adaptation and co-evolution of different L. infantum isolates in terms of the interaction of this 

protozoan with its different hosts. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Aspectos generales de la leishmaniosis 

1.1. Descripción biológica y morfológica 

Leishmania spp. es un protozoo englobado en el subreino protozoa (Akhoundi et al., 2016) y el 

orden kinetoplastida (Honigberg, 1963), cuyos miembros se caracterizan por presentar en todas 

sus formas una estructura circular de ácido desoxirribonucléico (DNA) mitocondrial, 

denominada kinetoplasto (Filardy et al., 2018). Dentro de este orden se encuentra la familia 

Tripanosomatidae (Doflein, 1901), compuesta por protozoos patógenos que, a su vez, se dividen 

en dos categorías: los tripanosomátidos monoxenos, que desarrollan su ciclo biológico completo 

en un único hospedador y cuyo interés científico está creciendo en los últimos años (Yurchenko 

et al., 2014), y los tripanosomátidos heteroxenos que, por el contrario, requieren de al menos 

dos hospedadores distintos. Estos últimos están representados por dos géneros diferenciados, 

Trypanosoma y Leishmania (Wheeler et al., 2013), ambos de gran relevancia sanitaria al ser 

responsables de enfermedades que presentan una alta incidencia en el ser humano (Barrett and 

Croft, 2012). 

Estos parásitos tienen en su ciclo biológico distintas fases morfológicamente bien diferenciadas. 

Leishmania, en concreto, es un parásito dimórfico con una fase infectiva extracelular 

denominada promastigote y una fase intracelular denominada amastigote (Kaufer et al., 2017). 

La estructura celular de los tripanosomátidos comparte importantes características con el resto 

de células eucariotas, pero también posee rasgos distintivos como por ejemplo la presencia de 

orgánulos específicos. Estas estructuras les permiten realizar funciones esenciales, resultando 

su estudio muy interesante para la búsqueda de dianas terapéuticas (Rodrigues et al., 2014). 

Entre las características morfológicas diferenciales más importantes de los tripanosomátidos se 

encuentran (Figura 1): 

La membrana plasmática, formada por un conjunto de proteínas y lípidos anclados a grupos 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (McConville and Ferguson, 1993). Su composición específica varía 

en función del género, de modo que en Leishmania spp. la proporción de glicofosfolípidos es 

mayor que en otros tripanosomátidos, siendo el más abundante de los mismos el 

lipofosfoglicano (LPG) (McConville and Ferguson, 1993; Ilgoutz and McConville, 2001). Éste, 

junto con otros componentes de la membrana cómo el proteofosfoglicano (PPG) o la 

glicoproteína de superficie GP63, actúan como importantes factores de virulencia para el 

parásito (Forestier et al., 2014). La membrana plasmática recubre a los protozoos delimitando 

el cuerpo celular y el flagelo, invaginándose alrededor de este último para crear el bolsillo 

flagelar (Rodrigues et al., 2014), lugar  donde se llevan a cabo procesos de tráfico vesicular 

https://www.ecured.cu/index.php?title=Honigberg&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/1963
https://www.ecured.cu/index.php?title=Doflein&action=edit&redlink=1
https://www.ecured.cu/1901
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(endocitosis y exocitosis), determinantes de la patogenicidad (Gadelha et al., 2009; Sunter et al., 

2019). 

El flagelo, una estructura formada por microtúbulos que se organizan dando lugar a un axonema 

cuya longitud y disposición varía en función del género y el estadio parasitario (Wheeler et al., 

2015). De esta manera los tripanosomátidos se pueden dividir en dos clases morfológicas: 

“yuxtaforme”, que son aquellos que presentan el flagelo adherido lateralmente al cuerpo celular 

y están representados por el género Trypanosoma; y “liberoforme” que son los que presentan 

un flagelo libre que no se adhiere al cuerpo celular, salvo en su base, y están representados por 

el género Leishmania (Kaufer et al., 2017). En la forma intracelular de amastigote, el flagelo 

presenta una longitud muy reducida, pero sin llegar a desaparecer. En la forma libre extracelular 

de promastigote, el flagelo desempeña funciones fundamentales para su mantenimiento tanto 

en el hospedador vertebrado como invertebrado, relacionadas con la motilidad, la adhesión y la 

capacidad sensorial (Sunter and Gull, 2017). 

 

Figura 1. Representación esquemática de las características morfológicas más importantes de 
Leishmania spp. Figura creada con BioRender. 

El kinetoplasto, localizado en el extremo basal de la mitocondria, que en el caso de los 

tripanosomátidos es única y se encuentra distribuida a lo largo de todo el cuerpo celular 

(Menna-Barreto and de Castro, 2014). Éste, aparece como una masa de DNA mitocondrial 

extranuclear “kDNA” organizado en estructuras circulares denominadas maxicírculos y 

minicírculos; y constituye cerca del 25% del total del material genético parasitario (Kaufer et al., 
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2019). En los maxicírculos se codifican diferentes genes relacionados con el metabolismo 

energético y la respuesta oxidativa, mientras que los minicírculos contienen el material genético 

no codificante que actúa como guía para la transcripción de los maxicírculos (Menna-Barreto 

and de Castro, 2014). 

Los glicosomas, orgánulos citoplasmáticos característicos de los tripanosomátidos relacionados 

con el metabolismo energético (Bakker et al., 2000). 

1.2. Distribución, vectores y hospedadores 

La organización mundial de la salud (WHO) define las Enfermedades Tropicales Desatendidas 

(NTD) como un grupo de enfermedades transmisibles que prevalecen en las regiones tropicales 

y subtropicales afectando a más de mil millones de personas cada año. Se denominan 

desatendidas u olvidadas porque no han recibido la atención necesaria al afectar, de manera 

general, a países en vías de desarrollo y poblaciones que viven en condiciones de pobreza, sin 

un adecuado acceso a los sistemas sanitarios (WHO). Dentro de este grupo, la leishmaniosis ha 

adquirido una especial relevancia al experimentar un importante incremento en su incidencia. 

Su distribución geográfica mundial, presente en los cinco continentes, y su notable expansión 

en los últimos años hasta hacerse endémica en 98 países con 350 millones de personas viviendo 

en áreas de riesgo, son claros ejemplos de ello (Alvar et al., 2012; Akhoundi et al., 2016). 

Del total de 53 especies reconocidas dentro del género Leishmania, 29 se encuentran 

distribuidas en el Viejo Mundo (Europa meridional, África, Oriente Medio, Asia central y el 

Subcontinente Indio), 20 en el Nuevo Mundo (América central y del Sur), 3 están presentes en 

ambos y solamente una se encuentra en Australia. Además, de entre todas ellas, 31 resultan 

patógenas para los mamíferos y 20 son responsables de las diferentes formas clínicas de la 

enfermedad en los humanos (Akhoundi et al., 2016). 

Leishmania infantum es una de las especies de mayor relevancia, ya que, no sólo se encuentra 

presente tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo, sino que además es el agente causal de la 

leishmaniosis visceral zoonótica (ZVL) (Quinnell and Courtenay, 2009). Afecta 

fundamentalmente a seres humanos y perros, siendo éstos el reservorio más importante de la 

enfermedad. Los cuadros clínicos desencadenados en los seres humanos varían desde la 

leishmaniosis cutánea (CL) hasta cuadros mucho más graves de leishmaniosis visceral (VL) 

(Leveque et al., 2020). 

La amplia distribución de la leishmaniosis está directamente relacionada con su transmisión 

vectorial, que depende de la alimentación de hembras hematófagas de insectos denominados 

flebotomos. Taxonómicamente estos vectores están clasificados en el orden Diptera, suborden 

Nematocera, familia Psychodidae y subfamilia Phlebotominae (Akhoundi et al., 2016). Además, 

dentro de esta familia, se encuentran distintos géneros que se distribuyen geográficamente, de 

modo que el género Phlebotomus es el principal responsable de la transmisión de la 
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leishmaniosis en el Viejo Mundo y el género Lutzomyia en el Nuevo Mundo (Pace, 2014). El 

género Sergentomyia ha cobrado relevancia en los últimos años al encontrarse evidencias de su 

relación con Leishmania spp., si bien su posible papel como vector aún tiene que ser evaluado 

en profundidad (Maia and Depaquit, 2016).  

En concordancia con las áreas de presentación de la leishmaniosis, estos dípteros se encuentran 

mayoritariamente distribuidos en las regiones más cálidas de Europa, Asia, África y América 

Central y del Sur (Killick-Kendrick, 1999). Sin embargo, impulsados por el cambio climático y el 

calentamiento global, están en continua expansión pudiendo llegar a encontrarse, en la 

actualidad, en países del centro de Europa como Alemania o Bélgica e, incluso, en regiones del 

suroeste de Canadá. Únicamente están ausentes en Nueva Zelanda y las islas del Pacífico (Killick-

Kendrick, 1999; Aspock et al., 2008). 

El ciclo completo de desarrollo de los flebotomos requiere de 35 - 69 días y atraviesa cuatro 

fases: huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras deben ingerir al menos una vez sangre para 

llevar a cabo la oviposición, que realizan en hábitats húmedos y cálidos con un alto contenido 

orgánico, lo que proporciona a las formas inmaduras refugio y nutrición. Las formas adultas son 

muy pequeñas (en torno a 3,5 mm de longitud) y sus periodos de actividad se concentran en las 

primeras y últimas horas del día. Presentan una marcada estacionalidad, condicionada 

principalmente por la temperatura y humedad ambientales, en los meses más cálidos (Maroli et 

al., 2013). Existen estudios que demuestran que los flebotomos no sólo actúan como vectores 

en la transmisión de la leishmaniosis, sino que modulan y condicionan la interacción del parásito 

con los hospedadores vertebrados. La saliva de estos insectos contiene componentes 

anticoagulantes, antiplaquetarios, vasodilatadores y moléculas inmunomoduladoras que 

influyen directamente sobre la respuesta inmunitaria desarrollada en el hospedador y el 

establecimiento de la infección (Andrade et al., 2007). 

Existen otras vías de transmisión, independientes de la vía vectorial, como la transmisión 

venérea y la transmisión vertical transplacentaria (Boggiatto et al., 2011; Boechat et al., 2020), 

pero son mucho más infrecuentes y su conocimiento, especialmente en la especie humana, está 

mucho más limitado. 

Los parásitos del género Leishmania necesitan al menos dos elementos para el mantenimiento 

de su ciclo biológico: vectores y hospedadores. Existe un gran abanico de especies vertebradas 

(carnívoros, marsupiales, lagomorfos, roedores, primates y murciélagos) que pueden ser 

infectadas y actuar como hospedadores mamíferos (Maia, 2018; Azami-Conesa et al., 2020), sin 

embargo, no todas ellas pueden ser consideradas reservorio de la enfermedad. La figura del 

reservorio se define como aquella especie que resulta fundamental para garantizar la 

supervivencia de este protozoo a largo plazo y su transmisión a nuevos vectores y hospedadores 

(Ashford, 1996). 
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A menudo diferentes hospedadores toman partido en el ciclo de transmisión de una misma 

especie de Leishmania, pudiendo clasificarse en: reservorios primarios, principales responsables 

del manteniendo del parásito; reservorios secundarios, capaces de mantener la circulación del 

mismo al transmitirlo a otros hospedadores y vectores, requiriendo para ello del reservorio 

primario; y hospedadores accidentales, que pueden resultar infectados sin desempeñar ninguna 

función clave en el ciclo de transmisión (Quinnell and Courtenay, 2009; Maia, 2018). 

Basándonos en el reservorio principal, las distintas especies del género Leishmania se pueden 

dividir en dos categorías epidemiológicas: antroponóticas, que desarrollan su ciclo utilizando al 

ser humano como único reservorio y son las que tienen una menor representación; y zoonóticas, 

las que tienen como reservorio principal a los mamíferos domésticos y salvajes, pero también 

infectan al ser humano (Tabla 1) (Gramiccia and Gradoni, 2005). 

Tabla 1. Principales especies de Leishmania causantes de enfermedad en seres humanos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L. infantum (también conocida como L. chagasi) es una especie zoonótica cuya transmisión 

vectorial depende de Lutzomyia longipalpis en América central y del Sur; mientras que es 

vectorizada por distintas especies del género Phlebotomus en la Cuenca Mediterránea, Oriente 

Medio y Asia (Maroli et al., 2013), constituyendo un gran reto al que se enfrenta la salud pública. 

Los cánidos domésticos han sido tradicionalmente el reservorio más importante de esta especie 

parasitaria, convirtiéndola en el principal agente causal de leishmaniosis canina (CanL) (Moreno 

and Alvar, 2002). No obstante, L. infantum es capaz de infectar a otras especies de mamíferos, 

como los lepóridos (liebres y conejos), que han demostrado su capacidad para ejercer como 

reservorios secundarios, desempeñando un papel muy importante tanto en la aparición de 

nuevos brotes como en la expansión de la enfermedad (Molina et al., 2012; Jimenez et al., 2014). 

Subgénero Especie Ciclo de transmisión Distribución Forma clínica 

Leishmania 

L. amazonensis Zoonótico NW CL 

L. mexicana Zoonótico NW CL 

L. pifanoi Zoonótico NW CL 

L. aethiopica Zoonótico OW CL 

L. major Zoonótico OW CL 

L. tropica Antroponótico OW CL 

L. donovani Antroponótico OW VL 

L. infantum Zoonótico NW, OW VL, CL 

Viannia 

L. braziliensis Zoonótico NW CL, MCL 

L. panamensis Zoonótico NW CL, MCL 

L. guyanensis Zoonótico NW CL 

L. peruviana Zoonótico NW CL 
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Por otro lado,  en el contexto epidemiológico y de control, existen otras especies como los gatos 

que adquieren especial relevancia al encontrarse en contacto estrecho con el hombre y los 

cánidos, aunque se desconoce su papel exacto (Maia and Campino, 2011).  

1.3. Taxonomía, ciclo biológico y fases del desarrollo de Leishmania 

A lo largo de la historia se ha intentado clasificar taxonómicamente el género Leishmania en 

diferentes subgéneros y especies atendiendo a distintos criterios. Uno de lo más acertados 

resultó ser el de Laison et al. en 1979, basado en la localización del desarrollo parasitario dentro 

del tubo digestivo del insecto vector. Se diferenciaron tres porciones del tubo digestivo: la región 

hipopilórica (detrás del píloro), que dio lugar al subgénero L. (Sauroleishmania), la región 

peripilórica y la región suprapilórica. Unos años más tarde, en 1987, Laison y Shaw asignaron el 

subgénero L. (Viannia) a los protozoos desarrollados en las zonas adyacentes al píloro y el 

subgénero L. (Leishmania) a los que se desarrollaban con anterioridad al mismo (Lainson et al., 

1979; Akhoundi et al., 2016; Kaufer et al., 2017). Sin embargo, con el estudio de nuevos 

parámetros como la distribución geográfica o diferentes aspectos intrínsecos del parásito, 

bioquímicos, inmunológicos y moleculares, esta clasificación se ha ido revisando y adaptando 

para dar lugar a una nueva (Akhoundi et al., 2016). En la actualidad se distinguen dos líneas 

filogenéticas bien diferenciadas: Euleishmania, formada por los subgéneros L. (Leishmania), L. 

(Sauroleishmania), L. (Viannia) y el complejo L. enrietti; y Paraleishmania que está formada por 

el subgénero L. (Endotrypanum), si bien su naturaleza resulta mucho más controvertida 

(Cupolillo et al., 2000). 

El ciclo biológico de Leishmania se divide en tres etapas relacionadas con cambios en su 

morfología: amastigogénesis, promastigogénesis y metaciclogéneis (Figura 2). 

La amastigogénesis comienza cuando, durante la ingesta de sangre, la hembra infectada del 

flebotomo regurgita la fase infectiva del parásito, promastigotes metacíclicos, en el hematoma 

dérmico del hospedador (Figura 2, punto 1), desencadenando así una respuesta inflamatoria 

local (Cojean et al., 2020). Entre las células inmunitarias del sistema fagocitario, los neutrófilos 

y macrófagos son los primeros en entrar en contacto con Leishmania a través de diferentes 

receptores de superficie, como los receptores tipo Toll (TLR) o del complemento (CR1 y CR3), y 

llevan a cabo su fagocitosis (Figura 2, punto 2) (Conceicao-Silva and Morgado, 2019). Una vez 

en el interior del fagosoma los promastigotes se diferencian en amastigotes (Figura 2, punto 3), 

que son las formas parasitarias intracelulares y tienen un tamaño aproximado de 2-4 µm. Éstos 

permanecen en el interior de la vacuola parasitófora (PV), en un proceso mediado por el 

aumento de la temperatura, el descenso del pH y la ausencia de nutrientes (De Pablos et al., 

2016). En función de la especie de Leishmania, los amastigotes pueden residir en una gran 

vacuola comunal o, como en el caso de L. infantum, en vacuolas individualizadas que les 

proporcionan el ambiente adecuado para su desarrollo y multiplicación (Figura 2, punto 4) 
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(Young and Kima, 2019). Para ello, los amastigotes cuentan con mecanismos de evasión de la 

respuesta inmunitaria del hospedador (Podinovskaia and Descoteaux, 2015; Alves et al., 2018).  

Cuando se alcanza una alta carga de amastigotes en el interior de la célula fagocítica, esta se lisa 

y son liberados al torrente sanguíneo (Figura 2, punto 5). En caso de permanecer en la dermis 

infectando células próximas, se desencadenan cuadros clínicos locales característicos de la CL. 

Por el contrario, si se produce una diseminación sistémica de los amastigotes, estos 

metastatizan a órganos diana (bazo, hígado, médula ósea y nódulos linfáticos), desencadenando 

cuadros de VL de gravedad variable que pueden causar la muerte del hospedador (Kima, 2007; 

Steverding, 2017). 

El ciclo biológico parasitario continua cuando un nuevo flebotomo ingiere sangre infectada al 

alimentarse del hospedador (Figura 2, punto 6), comenzando así la etapa de promastigogénesis 

que tiene una duración de 24 - 48h (De Pablos et al., 2016). En ella, los amastigotes se convierten 

en promastigotes procíclicos (Bates, 1994), capaces de escapar de la matriz peritrófica, una 

envoltura de carácter glicoproteico que forma el sistema inmunitario del vector a modo de 

barrera protectora para las células epiteliales del intestino medio abdominal (Figura 2, punto 7) 

(Shao et al., 2001). Los promastigotes procíclicos se caracterizan por adoptar una morfología 

elipsoidal con un flagelo y cuerpo celular reducidos, con un tamaño de entre 6 y 8 µm, y se 

multiplican de forma activa, aumentando la carga parasitaria en el insecto vector (Bates and 

Rogers, 2004). 

 

Figura 2. Ciclo biológico de Leishmania spp. Figura creada con BioRender. 
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La metaciclogénesis constituye la  última etapa del ciclo de desarrollo biológico del parásito (De 

Pablos et al., 2016), durante la cual los promastigotes procíclicos adquieren diferentes 

morfologías intermedias, con funciones específicas, hasta alcanzar la forma definitiva e infectiva 

de promastigotes metacíclicos (Bates, 1994). 

La primera diferenciación se lleva a cabo entre 2 y 3 días después de la alimentación del vector 

y da lugar a la forma de promastigotes nectomonas (Bates and Rogers, 2004). El cuerpo y el 

flagelo de los promastigotes procíclicos incrementan su longitud hasta alcanzar un tamaño de 

entre 12 y 20 µm, dotando a estas nuevas formas de una gran capacidad móvil que favorece su 

migración hacia las zonas anteriores del tubo digestivo (Figura 2, punto 8). Una vez en la región 

torácica, estas formas se adhieren con su flagelo entre las microvellosidades intestinales (Killick-

Kendrick et al., 1974). Esta diferenciación se produce en respuesta a la disminución de los niveles 

de nutrientes, pH y óxido nítrico. Cuando se reproduce el desarrollo de Leishmania in vitro, esta 

etapa del ciclo coincide con la fase exponencial tardía de cultivo (Bates and Rogers, 2004). 

A partir de los promastigotes nectomonas se diferencian los promastigotes leptomonas que, al 

igual que los procíclicos, son una fase multiplicativa (Figura 2, punto 9). Presentan un tamaño 

ligeramente inferior, en torno a 7 µm, y se localizan en el lumen intestinal. Su principal función 

es la de producir una sustancia rica en proteofosfoglicanos, denominada gel secretado por 

promastigotes (PSG), que favorece la transmisión y el desarrollo de las fases infectivas (Rogers 

et al., 2002).  

Los promastigotes haptomonas son una forma intermedia caracterizada por presentar 

prolongaciones con las cuales se adhieren a la superficie de la válvula estomodeal del vector 

(Figura 2, punto 10). Su origen, posiblemente a partir de los promastigotes nectomonas, genera 

controversia, pero su función parece estar relacionada con favorecer la transmisión al 

hospedador vertebrado (Bates and Rogers, 2004).  

Por último, los promastigotes leptomonas sufren una modificación en la composición de las 

moléculas de LPG que recubren su superficie, lo que disminuye su adhesión al epitelio intestinal, 

quedando libres en la parte anterior del tubo digestivo y dando lugar a los promastigotes 

metacíclicos (Sacks et al., 1994; Coelho-Finamore et al., 2011). Éstos se caracterizan por 

presentar una morfología alargada (5–8 µm), con un flagelo que duplica la longitud del cuerpo 

celular, adaptada para su motilidad, y constituyen la fase infectiva para los hospedadores 

vertebrados (Figura 2, punto 11). Cuando se reproduce su desarrollo in vitro su diferenciación 

coincide con la fase estacionaria de cultivo (Bates and Rogers, 2004). 

El ciclo se completa cuando el flebotomo se alimenta de un nuevo hospedador mamífero sano 

al que infecta con promastigotes metacíclicos. 
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1.4. Sintomatología y cuadros clínicos 

1.4.1. Leishmaniosis humana 

Los diferentes cuadros clínicos y formas de presentación de la leishmaniosis dependen en gran 

medida de las especies implicadas en el binomio protozoo/vector. Sin embargo, como ocurre en 

el caso de L. infantum, en ocasiones un mismo binomio puede dar lugar a distintos cuadros 

clínicos en función de cómo se desarrolle la respuesta inmunitaria en el hospedador (Lauthier, 

2018). 

Leishmaniosis cutánea (CL) 

La CL es la forma de presentación más habitual, con una incidencia de entre 700.000 y 1,2 

millones de casos anuales en todo el mundo (Alvar et al., 2012). Es producida por un amplio 

abanico de especies, entre las que se encuentran L. major y L. tropica en el Viejo Mundo y L. 

amazonensis, L. braziliensis y L. mexicana en América central y del Sur (McGwire and Satoskar, 

2014). L. infantum, a pesar de ser una especie fundamentalmente viscerotrópica, también 

puede dar lugar a este tipo de presentación (Tabla 1) (Barkati et al., 2019). 

Las manifestaciones cutáneas suelen ser de tipo leve y se caracterizan por la aparición de 

lesiones papulares o nodulares, generalmente asociadas al punto de inoculación del parásito en 

la dermis del hospedador, que pueden evolucionar hasta lesiones ulcerativas (Dos Santos Meira 

and Gedamu, 2019). La progresión de la enfermedad está estrechamente relacionada con el tipo 

de respuesta inmunitaria desencadenada en el hospedador. Cuando se desencadena una 

respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH) de tipo celular, caracterizada por la producción 

de interferón (IFN)-γ, se favorece el control de la infección (Scott and Novais, 2016). Los 

hospedadores capaces de desarrollar esta respuesta presentan cuadros de CL localizados con un 

escaso número de lesiones que pueden llegar a resolverse sin necesidad de tratamiento (Scorza 

et al., 2017). Por el contrario, cuando la respuesta inmunitaria del hospedador no es eficaz, 

puede incluso aparecer un cuadro mucho más grave de leishmaniosis cutánea difusa (DCL), 

caracterizada por la diseminación de las lesiones que ocupan toda la superficie corporal con una 

intensa proliferación de los parásitos (Dos Santos Meira and Gedamu, 2019). 

Leishmaniosis mucocutánea (MCL) 

La MCL es una forma de leishmaniosis menos frecuente, que concentra su mayor incidencia en 

América del Sur, concretamente en Brasil, Bolivia y Perú, y es producida fundamentalmente por 

L. braziliensis (Desjeux, 2004; Dos Santos Meira and Gedamu, 2019). Se desencadena como 

consecuencia de una CL en la que los parásitos persisten en las cicatrices de las lesiones, 

desencadenando una respuesta inmunitaria exagerada que, en lugar de resultar positiva para el 

control de la infección, da lugar a una intensa inflamación y a la destrucción de los tejidos (Dos 

Santos Meira and Gedamu, 2019). Esto lleva a la aparición de lesiones que metastatizan, por vía 
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hematógena o linfática, hasta las superficies mucosas del tracto respiratorio y digestivo 

superiores, desfigurando el rostro de los pacientes afectados (Scorza et al., 2017). 

Leishmaniosis cutánea recidivante (RCL) 

Este cuadro clínico es consecuencia de la elevada capacidad que tiene Leishmania para 

sobrevivir en el organismo del hospedador infectado de forma silente a pesar de que este haya 

logrado la curación sintomatológica (Marovich et al., 2001). Se presenta en pacientes que han 

sufrido un cuadro de CL con anterioridad y se caracteriza por la aparición de nuevas lesiones, en 

las mismas localizaciones o adyacentes a las cicatrices del cuadro primario, que son indoloras y 

no ulcerativas. Puede presentarse en intervalos de tiempo muy amplios con respecto al cuadro 

primario y su tratamiento, al igual que en la MCL, resulta muy complejo (McGwire and Satoskar, 

2014; Scorza et al., 2017). 

Leishmaniosis visceral (VL) 

La VL, también conocida como “Kala-azar”, es la forma más grave de leishmaniosis. Ocupando 

el segundo lugar en mortalidad y cuarto en morbilidad entre las enfermedades tropicales, es 

responsable de entre 20.000 y 40.000 muertes anuales (McCall et al., 2013). En el Viejo Mundo 

existen fundamentalmente dos especies implicadas: L. donovani, en las regiones de India, 

Pakistán, China y África, y L. infantum en la Cuenca Mediterránea (Tabla 1). En el Nuevo Mundo 

únicamente ésta última es responsable de su incidencia (McGwire and Satoskar, 2014). Se 

desencadena cuando la respuesta inmunitaria del hospedador no logra impedir la diseminación 

de los amastigotes libres o las células infectadas, que alcanzan órganos diana como el hígado o 

el bazo (Zijlstra, 2016). Cursa con un cuadro clínico muy amplio que puede incluir desde pérdida 

de peso; distensión y dolor abdominal, como consecuencia del aumento del tamaño del hígado 

y el bazo; y fiebre, entre los signos más habituales, hasta manifestaciones neurológicas y 

autoinmunes (Zijlstra, 2016). 

En la Cuenca Mediterránea la incidencia de la VL ha sido siempre baja y ha estado 

tradicionalmente ligada a situaciones de inmunosupresión, encontrándose una mayor 

susceptibilidad en mujeres embarazadas, niños y pacientes con enfermedades concomitantes 

como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (AIDS) (McGwire and Satoskar, 2014). Sin 

embargo, esta situación está cambiando y prueba de ello es el brote de leishmaniosis acontecido 

en la Comunidad de Madrid que no solo incluye casos de CL sino también de VL, implicando un 

alto número de pacientes (Horrillo et al., 2019). 

Leishmaniosis dérmica Post-Kala-Azar (PKDL) 

La PKDL es una forma de enfermedad que se presenta de manera secundaria a un cuadro de VL 

en pacientes infectados por L. donovani. La mayor parte de los casos se concentran en el sur de 

Asia y en África y se caracteriza por la presencia de lesiones dérmicas maculares o papulares. Se 

puede desencadenar en los hospedadores una vez la VL ha remitido por completo o cuando aún 
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se está recibiendo el tratamiento, y en escasas ocasiones se presenta en pacientes que no han 

sido nunca diagnosticados de VL. No implica un riesgo para la vida del hospedador, pero sí tiene 

un gran interés epidemiológico, debido al potencial papel de reservorio que ejercen los 

pacientes como consecuencia de la gran carga parasitaria presente en sus lesiones 

(Mukhopadhyay et al., 2014; Zijlstra, 2016). 

1.4.2. Leishmaniosis canina (CanL) 

Tanto la ZVL como la CanL comparten un mismo agente causal, L. infantum. Los cánidos actúan 

como principal reservorio, manteniendo la transmisión de la enfermedad entre ellos mismos y 

la especie humana, convirtiéndola en una zoonosis de gran relevancia sanitaria (Gramiccia and 

Gradoni, 2005). La CanL es endémica en 50 países distribuidos en el Nuevo y Viejo Mundo y su 

incidencia varía entre las distintas regiones, siendo especialmente elevada en la Cuenca 

Mediterránea y Brasil (Campino, 2018). 

Al igual que en la especie humana, el establecimiento de la enfermedad en los cánidos está muy 

relacionado con distintos factores genéticos del hospedador, el vector y el aislado parasitario, 

así como otros aspectos relacionados con la edad, el sexo, la raza y la naturaleza de la respuesta 

inmunitaria desarrollada en el animal (Alvar et al., 2004; Maia and Campino, 2018). 

Los signos clínicos de la CanL no se agrupan en cuadros bien diferenciados, como en el caso de 

la leishmaniosis humana, sino que originan cuadros mixtos en los que la afectación puede ser 

local y sistémica al mismo tiempo (Solano-Gallego et al., 2011). Entre los signos clínicos más 

habituales se encuentran: linfadenopatía generalizada, pérdida de peso progresiva, atrofia 

muscular, hepatoesplenomegalia, poliuria, polidipsia, epistaxis, cojera, vómitos y diarrea 

(Solano-Gallego et al., 2009). A nivel cutáneo los animales presentan cuadros de dermatitis no 

pruriginosa, que pueden ser localizados o generalizados, acompañados a menudo de 

hiperqueratosis nasal y onicogrifosis (Ribeiro et al., 2018). Los cuadros más severos implican la 

afectación sistémica de órganos vitales entre los que el más afectado es el riñón, siendo la 

insuficiencia renal la principal causa de muerte en los cánidos infectados (Campino, 2018). No 

obstante, existen otras manifestaciones clínicas menos habituales como las alteraciones 

oftalmológicas o neurológicas (Maia et al., 2015). Además, existe un elevado porcentaje de 

animales que desarrollan cuadros asintomáticos que pueden resolverse o dar lugar a la aparición 

de sintomatología cuando se produce un desequilibro en su sistema inmunitario (Campino, 

2018). 

1.5. Diagnóstico, tratamiento y control 

1.5.1. Diagnóstico 

La gran variedad de cuadros clínicos de la leishmaniosis humana y canina, que a menudo 

comparten sintomatología o se presentan de forma simultánea a otras enfermedades, y la 
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presencia de portadores asintomáticos dificultan mucho su diagnóstico e influyen directamente 

en su control (Thakur et al., 2020). 

Para lograr un diagnóstico fiable y temprano se debe emplear un enfoque transversal que tenga 

en cuenta los aspectos clínicos y epidemiológicos y que se apoye en diferentes técnicas 

laboratoriales parasitológicas, moleculares y/o serológicas (Gramiccia, 2018). 

El diagnóstico parasitológico consiste en la observación directa de las formas parasitarias en los 

individuos infectados mediante microscopía. Permite tanto la detección de los amastigotes 

intracelulares, a partir de biopsias de los órganos diana en el caso de la VL o de lesiones cutáneas 

en el caso de a CL y MCL; como la detección de los promastigotes flagelados tras su adecuado 

cultivo. Este tipo de diagnóstico  tiene una gran especificidad, pero requiere de tiempo y la toma 

de muestras puede ser muy invasiva (Elmahallawy et al., 2014). En este sentido, se han 

desarrollado algunos kits de detección de antígenos de Leishmania en orina que facilitan y 

reducen el tiempo de diagnóstico, pero cuya sensibilidad es muy variable (Vogt et al., 2018).  

El diagnóstico molecular basado en técnicas de amplificación del material genético de 

Leishmania, como la reacción en cadena de la polimerasa convencional (PCR) o cuantitativa 

(qPCR), se ha impuesto en los últimos años como método de elección por su elevada 

especificidad y sensibilidad (Gramiccia, 2018). Utilizando el kDNA presente en los maxicírculos y 

minicírculos y el DNA ribosomal, las técnicas moleculares permiten incluso la identificación del 

agente causal a nivel de especie y cepa (Cruz et al., 2002; Buitrago et al., 2011). Sin embargo, 

tiene un elevado coste y resulta de difícil aplicación en las regiones más desfavorecidas 

(Elmahallawy et al., 2014). 

El diagnóstico serológico es de tipo indirecto y se basa en la inmunodetección de anticuerpos 

específicos frente al parásito mediante ensayos de inmunoabsorción ligada a encimas (ELISA), 

inmunofluorescencia indirecta (IFAT), Western Blot (WB), test de aglutinación directa (DAT) o 

inmunocromatografía (ICT). Tiene una mayor utilidad en los cuadros de VL que presentan una 

mayor respuesta inmunitaria humoral (Thakur et al., 2020). Este tipo de diagnóstico resulta 

rápido y económico, pero tiene importantes limitaciones. La imposibilidad de distinguir entre 

individuos que han tenido contacto con el parásito en el pasado y los que tienen una infección 

activa, o la presencia de anticuerpos en pacientes clínicamente sanos en las zonas endémicas, 

hacen que sean técnicas que deben ser complementadas  con el análisis clínico (Elmahallawy et 

al., 2014). 

Por último, existe una técnica de diagnóstico basada en la evaluación de la respuesta inmunitaria 

de DTH desarrollada ante una infección por Leishmania conocida como Reacción de 

Montenegro. Sin embargo, es una técnica que da lugar a resultados variables en función de la 

cepa parasitaria y su estandarización resulta muy compleja (Gramiccia, 2018). 
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En ausencia de un método diagnóstico de elección, en la actualidad, se están haciendo avances 

incorporando herramientas novedosas como la citometría de flujo o los estudios proteómicos a 

las técnicas disponibles (De Brito et al., 2020). No obstante, el uso de distintas técnicas 

combinado con el análisis de la situación clínico-epidemiológica de cada caso sigue siendo 

necesario. 

Los métodos diagnósticos de la CanL no difieren en gran medida de los empleados en la especie 

humana y se basan en criterios epidemiológicos y clínicos que se combinan con las técnicas 

laboratoriales anteriormente descritas (Alvar et al., 2004). Detectar de manera temprana los 

casos de enfermedad en los cánidos permite la implementación de tratamientos específicos que 

reducen la carga parasitaria en los animales infectados y mejoran el pronóstico y la calidad de 

vida de los mismos.   

1.5.2. Tratamiento 

Existe un amplio repertorio de herramientas terapéuticas para las distintas formas de 

leishmaniosis. La elección de una u otra depende de múltiples factores como la naturaleza de la 

especie parasitaria, el área geográfica, el cuadro desencadenado o el estado inmunitario del 

hospedador (Croft et al., 2006). 

De manera general, el tratamiento se debe basar en el uso de moléculas con capacidad 

leishmanicida, entre las que se encuentran los antimoniales pentavalentes (Frezard et al., 2009), 

la anfotericina-B (de aplicación directa o en formulación lipídica) (Sundar et al., 2007), la 

miltefosina (Sundar et al., 2002) o la paramomicina (Kim et al., 2009). Estos fármacos, a su vez, 

se combinan con otras terapias adyuvantes y de soporte en función de cada caso. En la 

progresión de la enfermedad la respuesta inmunitaria del hospedador es determinante por lo 

que incluir terapias inmunomoduladoras, que favorezcan un perfil inmunitario protector, resulta 

muy interesante, especialmente en los casos de VL y en las coinfecciones con el virus de la 

inmunodeficiencia humana (HIV) (Roatt et al., 2020). 

Además, en los cuadros localizados de CL y MCL se puede recurrir al uso de tratamientos locales 

intralesionales, como la crioterapia o el dióxido de carbono (CO2), que favorezcan la reducción 

de la carga parasitaria y la curación de las lesiones (Asilian et al., 2004). 

La escasez de moléculas leishmanicidas, los elevados costes, la larga duración de los 

tratamientos y la aparición de resistencias parasitarias son limitaciones que hay que tener en 

cuenta (Hendrickx, 2018). Por tanto, es recomendable aplicar terapias combinadas que de forma 

sinérgica puedan reducir los efectos adversos y mejorar los resultados (Thakur et al., 2020). 

Salvo algunas variaciones, el tratamiento de la CanL se basa en las mismas herramientas 

terapéuticas diseñadas para su uso en medicina humana. Si la anfotericina-B es uno de los 

fármacos más utilizados en la especie humana, en los cánidos se recurre con mayor frecuencia 
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a los antimoniales pentavalentes o la miltefosina (Solano-Gallego et al., 2009). Además, estos 

tratamientos se administran siempre en conjunto con alopurinol, una molécula análoga de las 

purinas que, a pesar de ser utilizada en medicina humana en escasas situaciones (Husein-

ElAhmed et al., 2020), ha demostrado tener un efecto positivo en la mejoría clínica de la CanL y 

en la reducción de la carga parasitaria de los animales infectados (Yasur-Landau et al., 2016). 

1.5.3. Prevención y Control 

La gran variedad de agentes implicados y formas de presentación de la leishmaniosis, hacen 

necesario para su control un enfoque multidisciplinar con medidas que se apliquen 

simultáneamente sobre los vectores, hospedadores y reservorios, en el caso de las formas 

zoonóticas (Boelaert, 2018). 

Su transmisión, fundamentalmente vectorial, permite la aplicación de medidas de prevención 

que minimicen la exposición de los hospedadores al contacto con los flebotomos. En zonas 

endémicas se pueden utilizar insecticidas en las viviendas o aplicados sobre redes en los puntos 

de acceso a las mismas. Además, existen formulaciones tópicas de estos mismos compuestos 

para su uso directo sobre la piel de las personas, pero la corta duración de su efecto hace 

necesario aplicarlos de forma repetida (Boelaert, 2018). El uso de insecticidas como la 

deltametrina o permetrina para la prevención de la CanL está mucho más extendido, con 

estudios que avalan su eficacia cuando son vehiculados en collares o sistemas de tipo “Spot-on” 

(Killick-Kendrick et al., 1997; Miro et al., 2007). 

El diagnóstico y tratamiento tempranos de los casos de leishmaniosis, tanto humana como 

canina, junto con la detección de los portadores asintomáticos, repercuten directamente en la 

potencial transmisión de la enfermedad, adquiriendo una enorme importancia clínica y 

epidemiológica (Ribeiro et al., 2018).  

Lograr una reducción global de la carga parasitaria circulante entre vectores y hospedadores 

vertebrados es uno de los pilares fundamentales en el control de esta enfermedad. En este 

contexto, la vacunación es una herramienta de control esencial. La administración de vacunas 

persigue prevenir o mitigar la infección por Leishmania de manera que el hospedador desarrolle 

una respuesta eficiente cuya memoria inmunológica permita el control de la infección incluso 

ante infecciones posteriores (Requena et al., 2004).  

El desarrollo histórico de vacunas frente a la leishmaniosis permite diferenciar vacunas de 

primera, segunda y tercera generación (Palatnik-de-Sousa, 2008). Su uso comenzó con la 

denominada “leishmanización” que consistía en la inoculación de formas parasitarias, obtenidas 

a partir de lesiones cutáneas, en zonas no expuestas de la dermis de los pacientes. En la 

actualidad es una técnica que se encuentra en desuso al considerarse poco ética y de riesgo, ya 

que puede desencadenar cuadros clínicos de leishmaniosis de gravedad variable, especialmente 

en situaciones de inmunosupresión (Dunning, 2009). 
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Las vacunas de primera generación se basan en el uso de formulaciones antigénicas fraccionadas 

o muertas capaces de activar la respuesta inmunitaria del hospedador, sin embargo, presentan 

un importante inconveniente ya que, en muchas ocasiones, como consecuencia de los 

procedimientos empleados para inactivar o fraccionar los antígenos se destruyen sus proteínas 

disminuyendo en gran medida su inmunogenicidad (Thomaz-Soccol et al., 2018). 

Las vacunas de segunda generación se basaron inicialmente en la utilización de formas 

parasitarias atenuadas, en las que se delecionaban genes esenciales (Souza et al., 1994) o se 

insertaban genes de sensibilidad a medicamentos (Muyombwe et al., 1998), con el objetivo de 

permitir a los parásitos desencadenar la respuesta inmunitaria sin dar lugar a la enfermedad. No 

obstante, al igual que en la leishmanización, estas vacunas pueden desencadenar cuadros 

clínicos de sintomatología variable en función del estado inmunológico del hospedador 

(Thomaz-Soccol et al., 2018). Dentro de esta generación, se encuentran, también, las vacunas 

recombinantes que se basan en la utilización de proteínas de diferentes especies de Leishmania 

vehiculadas en organismos celulares. Estas vacunas son más seguras que las anteriores, pero 

tienen un elevado coste de producción (Thomaz-Soccol et al., 2018). 

La tercera generación de vacunas frente a Leishmania, la constituyen las vacunas de DNA que se 

basan en secuencias del material genético del parásito que se expresan en células eucariotas 

(Requena et al., 2004). Este tipo de vacunas cuentan con importantes ventajas como su 

estabilidad o su reducido coste económico, sin embargo, su uso no está del todo extendido al 

existir preocupación acerca de la posible inserción de este material genético en el del 

hospedador (Thomaz-Soccol et al., 2018). 

A pesar de que no existen vacunas comercializadas para su uso en medicina humana (Thomaz-

Soccol et al., 2018), sí existen tres vacunas para el control de la CanL y por tanto de la ZVL: Leish-

Tec®, vacuna recombinante que utiliza la proteína A2 de los amastigotes de distintas especies 

de Leishmania, cuya administración únicamente está aprobada en América del Sur (Grimaldi et 

al., 2017); CaniLeish®, que se basa en un purificado de distintas proteínas secretadas y 

excretadas de L. infantum administrado junto a saponina como adyuvante (Moreno et al., 2012); 

y LetiFend®, vacuna recombinante cuya formulación es una proteína quimera que contiene 

cinco determinantes antigénicos de un total de cuatro proteínas de L. infantum (H2A, Lip2a, 

Lip2b, y LiP0) (Fernandez Cotrina et al., 2018). Actualmente solo LetiFend® puede formar parte 

del calendario vacunal habitual de los perros en Europa, ya que la comercialización de CaniLeish® 

se suspendió en el año 2020. Los estudios de eficacia de estas vacunas la estiman en torno al 68 

- 72% por lo que aún deben ser mejoradas (Moreno, 2019). 

Por último, para el control de la leishmaniosis se hace imprescindible el empleo de medidas de 

vigilancia epidemiológica que permitan la detección y notificación de nuevos casos de la 

enfermedad con el consiguiente seguimiento y manejo de los mismos (Boelaert, 2018). 

Identificar brotes activos permite estudiar los factores y cambios epidemiológicos implicados, 
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como por ejemplo la aparición de nuevos reservorios, e implementar medidas adaptadas tanto 

al área geográfica como a la población de riesgo. 

2. Interacción Leishmania-hospedador 

2.1. Respuesta inmunitaria inducida 

En la leishmaniosis, infección y enfermedad no siempre están ligadas. Cuando los promastigotes 

son inoculados por el vector en la dermis de los hospedadores mamíferos se desencadena una 

interacción patógeno-hospedador que puede derivar hacia el control de la infección o, por el 

contrario, hacia una progresión de la misma con la aparición de patología asociada. Está 

interacción puede alterar el equilibrio homeostático existente entre la respuesta inmunitaria 

inducida en el hospedador y la capacidad de Leishmania para evadirla y modularla, lo que a su 

vez está condicionado por distintos factores genéticos tanto del parásito como del hospedador, 

así como la carga infectiva, el punto de inoculación y la saliva del propio vector (Goncalves-de-

Albuquerque et al., 2017). 

En líneas generales, una respuesta inmunitaria eficaz frente a la leishmaniosis depende de la 

acción coordinada de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, que favorezca el predominio 

de una respuesta celular parasito-específica basada en la diferenciación mayoritaria de linfocitos 

T colaboradores (Th) de tipo Th1. Así, se genera un ambiente de citoquinas proinflamatorias 

producidas por estos linfocitos que actúan controlando la respuesta antinflamatoria asociada a 

los linfocitos de tipo Th2 y favoreciendo la producción de compuestos con actividad 

leishmanicida como el óxido nítrico (NO) o las especies reactivas de oxígeno (ROS). Sin embargo, 

es necesario que está respuesta sea regulada y mantenida dentro de unos límites adecuados ya 

que, un exceso de respuesta proinflamatoria puede contribuir a la patogenia de la enfermedad 

dando lugar a la destrucción de los tejidos y a la aparición de determinados cuadros clínicos 

(Goncalves-de-Albuquerque et al., 2017). 

En la respuesta inmunitaria intervienen diferentes componentes celulares y moléculas, cada uno 

de los cuales desempeña distintas funciones esenciales. 

2.1.1. Respuesta inmunitaria innata 

La respuesta inmunitaria innata es la que se desencadena de forma más temprana y de manera 

inespecífica. Constituye una herramienta defensiva necesaria para iniciar el control de la 

infección frente a Leishmania e incluye una serie de elementos de diferente naturaleza que se 

describen a continuación: 

El sistema del complemento consiste en un conjunto de proteínas solubles, presentes en el 

plasma sanguíneo, que en contacto con los promastigotes se activan por distintas vías (Figura 3). 

Sintetizan moléculas como el factor del complemento C3b, que favorece la unión del complejo 
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de ataque a membrana C5-C9 (MAC) a la superficie de los parásitos induciendo su lisis (Gurung 

and Kanneganti, 2015). La fase de maduración de los promastigotes influye en su vulnerabilidad 

a la lisis mediada por el complemento, siendo los promastigotes metacíclicos los más resistentes 

(Puentes et al., 1990). Además, este sistema desencadena la quimiotaxis de células inflamatorias 

al foco de infección y actúa como una opsonina facilitando la fagocitosis de los patógenos 

(Jacobs et al., 2005). 

 

Figura 3. Representación esquemática de la respuesta inmunitaria innata desencadenada tras la 
infección por Leishmania spp. en el hospedador mamífero. Figura creada con BioRender.  

Los neutrófilos y monocitos constituyen los primeros elementos celulares en entrar en contacto 

con los parásitos de Leishmania, para lo que cuentan con una serie de receptores de superficie 

capaces de reconocer antígenos específicos de patógenos e inducir su fagocitosis (Gurung and 

Kanneganti, 2015; Scott and Novais, 2016). Entre ellos, se encuentran los receptores tipo Toll 

(TLR) y tipo Nod (NLR) (Figura 3). Los TLR, en especial TLR2, TLR4 y TLR9, reconocen secuencias 

del LPG, las glicoproteínas de membrana y el DNA parasitario, modulando la respuesta 

inmunitaria del hospedador a través de la síntesis de citoquinas proinflamatorias, como el factor 

de necrosis tumoral (TNF)-α o el IFN-γ. Así mismo, promueven la activación de la respuesta 

oxidativa celular, favoreciendo la producción de NO y ROS (Ashour, 2015). Por su parte, el 

receptor NLRP3, perteneciente al grupo de NLR, participa en la activación de los inflamosomas, 

unas estructuras formadas por complejos de proteínas que contribuyen directamente a la 

síntesis de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina (IL)-1β o la IL-18 (Davis et al., 2011; 

Dos-Santos et al., 2016). No obstante, la enorme diversidad de respuesta puede determinar que 
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estos receptores alteren su función dependiendo de la especie parasitaria implicada (Rossi and 

Fasel, 2018). 

Los neutrófilos son atraídos hasta el foco de infección gracias a la acción de quimiocinas. Éstas 

pueden ser sintetizadas por el parásito, como el PSG y el denominado factor quimiotáctico de 

Leishmania (LCF), o por los propios neutrófilos tras su activación como la IL-8 (Hurrell et al., 

2016). Esta estirpe celular posee tres mecanismos de defensa implicados en la eliminación 

parasitaria: la síntesis de proteínas leishmanicidas como la elastasa (NE), la activación de la 

respuesta oxidativa tras la fagocitosis y la liberación de “Neutrophil extracelular traps” (NETs) 

(Figura 3) (Oualha et al., 2019). Los NETs son una malla estructural compuesta por DNA de doble 

cadena asociado a proteínas con actividad antimicrobiana (Rossi and Fasel, 2018), pero su 

eficacia varía en función de la especie de Leishmania, siendo inefectivos frente a L. infantum 

(Hurrell et al., 2016). Además de la eliminación directa de los parásitos, los neutrófilos 

contribuyen al control de la infección atrayendo al foco inflamatorio a otras estirpes celulares, 

como los macrófagos, mediante la síntesis de la proteína inflamatoria del macrófago 1β (MIP-

1β) (Laskay et al., 2003). Sin embargo, los neutrófilos también pueden ejercer un papel 

perjudicial en el progreso de la leishmaniosis. Una vez infectados, pueden actuar como “Caballo 

de Troya”, entrando en apoptosis y emitiendo señales que facilitan su fagocitosis por los 

macrófagos, lo que permite la invasión silenciosa de estos últimos por parte de los parásitos 

(Laskay et al., 2003; Rossi and Fasel, 2018). 

Leishmania tiene como diana las células del sistema mononuclear fagocitario, principalmente 

monocitos, macrófagos y células dendríticas (DC) (Figura 3). Los monocitos inflamatorios, al 

igual que los neutrófilos, son rápidamente atraídos al foco de infección gracias a la síntesis de 

quimiocinas y factores del complemento (Ikeogu et al., 2020). Son uno de los elementos clave 

en el control de la infección inicial, con una vida media más prolongada que la de los neutrófilos 

y con capacidad de diferenciación en macrófagos o DC, tras su activación (Goncalves et al., 

2011). Los monocitos son capaces de desencadenar su respuesta oxidativa, sin necesidad de ser 

previamente estimulados vía IFN-γ, lo que los convierte en la principal fuente de ROS (Scott and 

Novais, 2016). 

Los macrófagos son las células diana más importantes en el establecimiento y la persistencia de 

los parásitos (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). Una vez infectados actúan como células 

presentadoras de antígeno para los linfocitos T, activando la respuesta inmunitaria adaptativa. 

En función del ambiente de citoquinas en el que se encuentran, se pueden diferenciar en 

macrófagos de tipo M1 o M2 (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). Si las citoquinas son de tipo 

proinflamatorio, como el IFN-γ o el TNF-α, se diferencian en macrófagos M1, que se caracterizan 

por una mayor actividad de la enzima óxido nítrico sintasa (iNOS), implicada en el metabolismo 

de la L-arginina para producir compuestos con actividad leishmanicida como el NO y la citrulina. 

Por el contrario, si las citoquinas son de tipo antinflamatorio como la IL-4, la IL-10 o la IL-13 se 

diferencian en macrófagos M2. En este caso se caracterizan por una mayor actividad de la 
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enzima arginasa, que utiliza la L-arginina para producir poliaminas, compuestos que favorecen 

la supervivencia parasitaria (Figura 4) (Iniesta et al., 2001; Iniesta et al., 2002; Rath et al., 2014).  

Las DC cumplen un papel esencial como células presentadoras de antígeno (APC), siendo un 

nexo entre la respuesta inmunitaria innata y la adquirida. Pueden encontrarse como células 

residentes en los tejidos del hospedador o diferenciarse a partir de los monocitos inflamatorios 

y migrar a los nódulos linfáticos, donde presentan los antígenos a los linfocitos. Son las 

principales células productoras de IL-12, una citoquina que resulta clave en la diferenciación de 

los linfocitos Th1 (Soong, 2008; Ikeogu et al., 2020). 

Otra estirpe celular implicada en la respuesta inmunitaria innata son las células “Natural Killer” 

(NK). Estás células son reclutadas, al igual que los monocitos y neutrófilos, hacia el foco de 

infección, y contribuyen a la eliminación directa de los parásitos gracias a su actividad citotóxica 

(Figura 3). Son una fuente de IFN-γ, por lo que participan en la activación de los macrófagos para 

producir NO, la diferenciación de los linfocitos Th1 y la activación de la respuesta adaptativa 

(Bogdan, 2012). 

2.1.2. Respuesta inmunitaria adaptativa 

A diferencia de la respuesta innata, la de tipo adaptativo se genera de forma específica, por lo 

que requiere de tiempo para un adecuado reconocimiento del patógeno y su posterior 

activación. Es la responsable en último término del control o progresión de la leishmaniosis a 

largo plazo, así como de su cronificación. 

El éxito en la respuesta adaptativa frente a Leishmania se basa en el predominio de la respuesta 

celular mediada por linfocitos Th (CD4+) (Ikeogu et al., 2020). Cuando las APC, presentan el 

antígeno a una población de linfocitos Th0, éstos se diferencian en linfocitos Th1 o Th2. Si las 

APC secretan IL-12, se produce una mayor diferenciación de linfocitos Th1 productores de 

citoquinas proinflamatorias y se favorece el control de la infección. Si, por el contrario, no hay 

una suficiente producción de IL-12, se favorece la diferenciación de linfocitos Th2 productores 

de citoquinas antinflamatorias y la progresión de la enfermedad (Figura 4). Ambas vías de 

diferenciación tienen como consecuencia la inhibición de la vía contraria (Alexander and Bryson, 

2005). 

En los últimos años, se ha descrito un tercer subtipo de linfocitos T CD4+, los linfocitos Th17, 

cuya diferenciación se favorece en un ambiente de citoquinas como la IL-6, la IL-1β o el factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-β) (Goncalves-de-Albuquerque et al., 2017). Los 

linfocitos Th17 son productores de IL-17, una citoquina que actúa atrayendo neutrófilos al foco 

de infección e incrementado la respuesta oxidativa de los macrófagos (Figura 4). Estas células 

participan en la defensa frente a bacterias extracelulares y hongos, así como en el desarrollo de 

enfermedades autoinmunes, y pueden contribuir tanto al control como a la progresión de la 

leishmaniosis, dependiendo de la especie de Leishmania implicada. En  el caso de L. infantum, 
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se han relacionado con fenotipos de resistencia frente a la infección (Goncalves-de-Albuquerque 

et al., 2017).  

 

Figura 4. Representación esquemática de la respuesta inmunitaria adaptativa desencadenada tras la 
infección por Leishmania spp. en el hospedador mamífero. Figura creada con BioRender.  

Los linfocitos T reguladores (Treg) constituyen otra subpoblación de linfocitos T. Estos, son 

productores de IL-10 y ejercen un papel regulador de gran interés en algunas formas de 

leishmaniosis en las que se hace necesario evitar un exceso de la respuesta proinflamatoria 

(Belkaid et al., 2002). Además, permiten la supervivencia a largo plazo de algunos parásitos, lo 

que favorece la respuesta de memoria inmunológica frente a posibles reinfecciones (Mandell 

and Beverley, 2017; Bunn et al., 2018). 

No sólo los linfocitos T CD4+ resultan determinantes en el control de la infección. Los linfocitos 

T CD8+, también denominados citotóxicos (Tc), actúan produciendo IFN-γ y favoreciendo la 

diferenciación de los linfocitos Th1. Tienen un efecto importante en el control de la infección 

temprana gracias a su acción citotóxica que favorece la destrucción de los parásitos. Al igual que 

la de los linfocitos CD4+, su acción está regulada por la síntesis de IL-10 (Campos et al., 2017). 

Por último, cuando la respuesta adaptativa conduce a la diferenciación mayoritaria de linfocitos 

Th2, se favorece la activación de los linfocitos B (Figura 4). Éstos, al reconocer los antígenos de 

Leishmania, se diferencian en células plasmáticas responsables de la producción de anticuerpos, 

que constituyen los principales mediadores de la respuesta humoral (Silva-Barrios et al., 2018). 

Los anticuerpos resultan ineficientes frente a parásitos intracelulares como Leishmania y 
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pueden formar inmunocomplejos que contribuyen a la progresión de la enfermedad, induciendo 

la producción de IL-10 por parte de los macrófagos (Miles et al., 2005).  

2.2. Factores de virulencia y modulación de la respuesta del hospedador  

El control de la leishmaniosis por parte del hospedador se basa en su capacidad para desarrollar 

una respuesta inmunitaria mixta Th1-Th2 orientada hacia un perfil proinflamatorio que 

favorezca la eliminación de los parásitos, manteniéndose dentro de unos niveles controlados, y 

sin desembocar en la destrucción tisular (Boggiatto et al., 2010). Existen diferentes factores que 

pueden influir directamente en este delicado equilibrio, como la herencia genética o el estado 

inmunitario del hospedador. No obstante, Leishmania cuenta con sus propias estrategias de 

evasión defensiva para favorecer su supervivencia (Rossi and Fasel, 2018). 

Las herramientas o factores de virulencia de las que dispone el protozoo varían en función de la 

especie y la cepa y pueden clasificarse en: las que afectan a su fisiología y resistencia, las que 

influyen en su capacidad de invasión celular y las que modulan el efecto de los mecanismos de 

defensa del hospedador (Bifeld and Clos, 2015).  

2.2.1. Factores de virulencia relacionados con la fisiología y resistencia 

parasitarias 

El éxito de Leishmania para establecer la infección en el hospedador y su posterior transmisión 

se basa en su capacidad para adaptar su fisiología y desarrollar mecanismos de defensa que 

garanticen su supervivencia en los ambientes más hostiles (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). 

Leishmania desarrolla su ciclo biológico en dos escenarios con temperaturas muy diferentes, lo 

que ha determinado a lo largo del curso de la evolución una selección de dos formas de vida 

adaptadas bien al hospedador vertebrado (36°C), bien al vector invertebrado (27°C) (Hassani et 

al., 2011). Los amastigotes, al ser la forma intracelular presente en los mamíferos, están 

adaptados a temperaturas más elevadas que los promastigotes y, dentro de éstos, las especies 

viscerotrópicas, al estar localizadas en los órganos internos, aún mayores que las productoras 

de CL (Berman and Neva, 1981). 

La principal herramienta de control del sistema inmunitario del hospedador es la activación de 

la respuesta oxidativa y la producción de NO o ROS. Por ello, muchos de los mecanismos 

defensivos del protozoo se basan en disminuir la producción de estos reactivos por parte de los 

hospedadores (Kima, 2007). No obstante, Leishmania posee herramientas propias, como las 

enzimas metionina-sulfóxido reductasas (Msr), que actúan disminuyendo los efectos directos de 

estos compuestos sobre los parásitos e incrementando su resistencia al estrés oxidativo (Sansom 

et al., 2013). 



INTRODUCCIÓN 

42  

2.2.2. Factores de virulencia relacionados con la invasión celular 

Uno de los puntos críticos en la infección es lograr la invasión de las células diana sin 

desencadenar la activación de sus mecanismos de defensa. Para ello, Leishmania cuenta con 

distintos factores de virulencia. Uno de los más importante es el LPG, que es el principal 

componente de la membrana parasitaria, cuya cantidad y composición se modifica durante la 

metaciclogénesis del parásito (Pimenta et al., 1992; Bifeld and Clos, 2015). En el caso de los 

promastigotes metacíclicos, la modificación de la composición de las moléculas de LPG de su 

superficie les confieren resistencia frente a la lisis mediada por el complemento, al evitar la 

unión del complejo de ataque a membrana C5-C9 (Puentes et al., 1990). 

Otro componente de membrana que actúa como un factor de virulencia es la GP63, una 

metaloproteasa dependiente de zinc presente en la superficie de los promastigotes. Actúa 

confiriendo protección a los parásitos frente al sistema del complemento al interaccionar con el 

factor C3b para dar lugar a su forma inactiva (iC3b), lo que impide la unión del complejo de 

ataque C5-C9 y favorece que los promastigotes sean reconocidos a través del receptor CR3, 

promoviendo su fagocitosis (Gabriel et al., 2019). 

2.2.3. Factores de virulencia relacionados con la modulación y evasión de la 

respuesta inmunitaria 

Una vez que los promastigotes se encuentran en el interior del fagosoma de las células diana, 

cuentan con mecanismos de virulencia que les permiten modular la respuesta inmunitaria del 

hospedador, diferenciarse en amastigotes y utilizar la maquinaria celular para sobrevivir y 

multiplicarse (Kima, 2007). Estos factores de virulencia pueden actuar sólo a un nivel o 

modulando simultáneamente diferentes aspectos. 

Para garantizar la presencia en el interior del fagosoma de los nutrientes necesarios para su 

desarrollo, Leishmania interactúa con las moléculas del retículo endoplasmático del hospedador 

o sintetiza sus propias permeasas y proteasas y recluta poliaminas y aminoácidos (Podinovskaia 

and Descoteaux, 2015). Así mismo, en el momento de la infección, otros factores como el PSG 

secretado por los vectores, pueden modular la respuesta inmunitaria y favorecer la polarización 

de los macrófagos en el tipo M2, induciendo una mayor síntesis de poliaminas (Rogers et al., 

2009). Además, otro nutriente esencial en la replicación de los parásitos es el hierro, por ello, 

Leishmania es capaz de sintetizar sus propias moléculas transportadoras de hierro (LIT1 y LIT2), 

contrarrestando los mecanismos defensivos del hospedador que tratan de impedir su llegada al 

interior de la PV (Kaye and Scott, 2011). 

El principal mecanismo de defensa del hospedador se basa en la activación de distintas rutas de 

señalización que tienen como resultado final la producción de compuestos con actividad 

leishmanicida y citoquinas proinflamatorias. Es por esto que muchos de los factores de virulencia 

de Leishmania actúan a este nivel para paliar sus efectos (Podinovskaia and Descoteaux, 2015). 
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Es el caso del LPG y la GP63, que además de facilitar la invasión celular, interactúan con la ruta 

de señalización de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), disminuyendo la 

producción de IL-12 (Soares-Silva et al., 2016) e impiden la unión al fagosoma de la enzima 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa implicada en la síntesis de ROS 

(Lodge et al., 2006; Gupta et al., 2013). Ambos factores de virulencia pueden actuar, también, 

modulando el reconocimiento de Leishmania a través de receptores celulares, como los 

receptores TLR2 y TLR4 en el caso del LPG (Ibraim et al., 2013) y el receptor NLRP3 en el caso de 

la GP63 (Gurung and Kanneganti, 2015) e influyen en la activación de las células del sistema 

inmunitario y la producción de citoquinas como el TNF-α o la IL-1β (Ibraim et al., 2013; Gurung 

and Kanneganti, 2015).   

Otra forma de modulación de la defensa del hospedador ejercida por los parásitos es la 

activación de enzimas como la fosfotirosina fosfatasa SHP-1. Esta enzima inhibe la vía de 

señalización JAK/STAT, que es una vía que se activa en respuesta al IFN-γ y da lugar a la síntesis 

de NO para controlar la infección (Blanchette et al., 1999). Así mismo, los parásitos son capaces 

de modular la acción de enzimas como la proteína quinasa C (PKC) o la proteína quinasa R (PKR) 

para favorecer el establecimiento de un ambiente de citoquinas que garantice su supervivencia 

(Olivier et al., 1992; Pingel et al., 1998; Pereira et al., 2010). 

A su vez, estos factores de virulencia pueden expresarse directamente en superficie o, por el 

contrario, ser englobados en el interior de exosomas, unas estructuras vesiculares que sirven 

como vehículo permitiendo su liberación de la PV y su acceso al citosol de las células 

hospedadoras (Silverman et al., 2010). 

La naturaleza de la interacción entre Leishmania y el hospedador debe ser todavía estudiada en 

detalle. En los últimos años las herramientas de secuenciación masiva han abierto un nuevo 

campo de investigación basado en el análisis transcriptómico. Esto ha permitido llevar a cabo 

distintos estudios para analizar los cambios inducidos por los parásitos, tanto en su propia 

expresión como en la de las células infectadas, haciendo posible la identificación de nuevos 

mecanismos implicados en su virulencia (Aoki et al., 2017; Shadab et al., 2019; Kalavi et al., 

2021). 

3. Situación epidemiológica y estatus de la leishmaniosis 

La leishmaniosis está considerada entre las Enfermedades Tropicales Desatendidas de mayor 

relevancia y su control es una de las principales preocupaciones de la WHO (WHO). La 

determinación de su prevalencia resulta muy compleja debido a su gran dispersión y a su 

incidencia tan heterogénea, que fluctúa mucho en función del año y la región (Bern et al., 2008). 

A esto hay que añadirle un elevado número de casos sin notificar, bien porque se den en 

portadores asintomáticos o bien porque escapen a los mecanismos de vigilancia sanitaria 

establecidos. De hecho, existen estudios diferentes que comparan la incidencia de la 
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leishmaniosis en una misma región y un mismo periodo de tiempo, cuyos datos pueden no ser 

siempre coincidentes (Wamai, 2020). La necesidad de disponer de información fiable y 

actualizada impulsó a la WHO a establecer el Registro Epidemiológico Semanal (WER), que reúne 

los datos de los sistemas de vigilancia de todas las regiones que notifican la incidencia de 

distintas enfermedades (WHO) (Figura 5). Esta herramienta ha permitido analizar las tendencias 

generales e investigar la aparición de nuevos brotes y focos de leishmaniosis (WHO, 2018). 

 

Figura 5. Evolución en el número de casos de CL (A) y VL (B) entre 1998 y 2016. Figura modificada a partir 
de WHO, Surveillance of Leishmaniasis in the WHO European Region, 2016 and Global leishmaniasis 
surveillance update, 1998-2016. AFR, región de África; AMR, región de América; EMR, región del 
Mediterráneo Oriental; EUR, región de Europa; SEAR, región del Sudeste Asiático; WPR, región del Pacífico 
Occidental. 
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Al ser la ZVL, producida por L. infantum, una de las formas de enfermedad más relevantes, la 

WHO también recomienda la monitorización de la prevalencia de la CanL. De esta forma, se 

podrían entender mejor sus dinámicas y adaptar las medidas de control (WHO, 2018). 

África y Oriente Medio 

El continente africano y la región de Oriente Medio son unos de los más damnificados por la 

leishmaniosis. Las condiciones de malnutrición, hacinamiento y escaso acceso a los recursos 

sanitarios hacen que estas zonas sean muy susceptibles a la infección (Gradoni, 2018). Así 

mismo, la explosión de conflictos armados en estos mismos territorios tiene como consecuencia 

la destrucción de las viviendas, con la consiguiente sobrexposición de la población a los vectores 

y su desplazamiento masivo hacia otras áreas, favoreciendo la dispersión de grandes epidemias 

(Reithinger et al., 2007). Más del 90% de los casos de VL reportados proceden de únicamente 

siete países (Brasil, India, Sudán, Sudán del Sur, Etiopía, Kenia y Somalia), cinco de los cuales se 

encuentran en el continente africano (Boelaert, 2018). Sin embargo, en muchas de estas 

regiones, especialmente África occidental, los casos de leishmaniosis se reportan solo de forma 

esporádica (Kone et al., 2019; Cisse et al., 2020), lo que lleva a pensar que la incidencia de la 

enfermedad es mucho mayor de la que se encuentra registrada (Tabbabi, 2019).  

En ambas regiones se establecen ciclos de transmisión de VL y CL antroponóticos y zoonóticos, 

con una amplia incidencia de ZVL, en más de la mitad de los países del norte de África y Oriente 

Medio (Tabbabi, 2019). Además, en estas regiones se concentra una gran parte de los casos de 

CL (WHO). Se está haciendo un gran esfuerzo por llevar a cabo estudios epidemiológicos que 

permitan analizar y describir los brotes de leishmaniosis acontecidos en estas regiones con el 

objetivo de mejorar las actuales estrategias de vigilancia y control (Kweku et al., 2011; Sunyoto 

et al., 2017; El Hamouchi et al., 2019; Kanyina, 2020). 

Asia y el Pacífico occidental  

El sur del continente asiático, y más concretamente el subcontinente Indio, es el que presenta 

una mayor incidencia de VL a nivel mundial, englobando el 67% del total de casos (Abdullah et 

al., 2017). En esta región, la principal especie responsable de la VL es L. donovani, que desarrolla 

un ciclo antroponótico en el que la transmisión se lleva a cabo entre seres humanos (Sundar et 

al., 2018). En 2005, los gobiernos de India, Nepal y Bangladés pusieron en marcha un plan de 

contingencia conjunto, que tenía como principal objetivo lograr la eliminación de esta 

enfermedad en una década (Zijlstra et al., 2017). Implementando medidas basadas en la 

detección y diagnóstico temprano de los casos, la administración de tratamientos adecuados en 

los pacientes y el control de vectores, se logró una reducción del 59% de los casos de VL 

(Bhattacharya and Dash, 2017). Sin embargo, su incidencia sigue siendo elevada y su 

presentación todavía se considera endémica (WHO, 2018). En esta nueva fase, las medidas están 

encaminadas a consolidar los resultados obtenidos e introducir nuevas estrategias como la 

monitorización y control de casos de PKLD y de coinfección con el virus HIV, que son esenciales 
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para controlar el papel de reservorio que pueden desarrollar los individuos infectados (Zijlstra 

et al., 2017; Boelaert, 2018). Además, resulta especialmente interesante la investigación en 

posibles reservorios animales y nuevos brotes (Bhattarai et al., 2010; Sundar et al., 2018). Como 

ejemplo, la creciente incidencia de casos producidos por esta misma especie de Leishmania en 

Sri Lanka, un país que se encuentra muy próximo al subcontinente indio, ha hecho saltar las 

alertas epidemiológicas al poner en grave peligro los éxitos conseguidos hasta la fecha 

(Karunaweera et al., 2020).  

En la región más central de Asia, más concretamente los países que conformaban la antigua 

Unión Soviética, también se ha incrementado la incidencia de la VL tanto antroponótica como 

zoonótica a lo largo de los años como resultado del colapso de sus sistemas sanitarios y el 

detrimento de sus sistemas de vigilancia desde su declarada independencia (Sergiev et al., 

2018). Al igual que en el subcontinente indio, en China también se han realizado grandes 

esfuerzos a lo largo de la historia para controlar los casos de VL (Boelaert, 2018). Sin embargo, 

en la actualidad, esta forma de presentación sigue siendo endémica en determinadas regiones 

del país (Qian et al., 2019) 

En cuanto a la región del Pacífico Occidental, a lo largo de los años se han reportado casos de VL 

y CL de forma ocasional en diferentes regiones, como Tailandia. Producidos por distintas 

especies de Leishmania, entre ellas L. infantum, parecían estar asociados con el movimiento de 

viajeros desde zonas endémicas. Sin embargo, su prevalencia está aumentando, extendiéndose 

hacia nuevas zonas e implicando especies de Leishmania autóctonas (Leelayoova et al., 2017). 

América 

La leishmaniosis está ampliamente extendida en el continente americano con una gran variedad 

de especies parasitarias, vectores y reservorios implicados (Boelaert, 2018). Como ejemplo, 

únicamente en Brasil se han aislado hasta ocho especies diferentes de Leishmania causantes de 

enfermedad en seres humanos, algunas de las cuales comparten nicho ecológico (Anversa et al., 

2018). 

La VL, fundamentalmente producida por L. infantum, se distribuye desde el sur de Estados 

Unidos de América (EE. UU.), afectando la mayoría de los países Latinoamericanos, hasta el norte 

de Argentina, Uruguay y Paraguay. Es de especial relevancia en Brasil, donde se recogen el 90% 

de los casos de VL de todo el continente, que, además, presentan una preocupante mortalidad, 

alcanzando el 8% de los mismos un desenlace fatal (Boite et al., 2019; Servadio et al., 2020). 

Aunque los casos reportados de VL no han experimentado un incremento de su incidencia en 

los últimos años (Boelaert, 2018), se está produciendo un cambio en su epidemiología que, 

anteriormente  ligada a las zonas más rurales, ahora se encuentra más relacionada con los nichos 

urbanos con el consiguiente aumento en el riesgo de exposición de la población (Boite et al., 

2019). El principal reservorio de VL en esta región, al igual que en la Cuenca Mediterránea, es el 

perro, por lo que muchas de las medidas implementadas para su control han ido enfocadas al 
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control de la CanL. En este contexto, en las últimas décadas países como Brasil han practicado 

el sacrificio masivo de animales seropositivos con el fin de reducir la incidencia de la enfermedad 

(Dantas-Torres et al., 2019). Además del gran problema ético y moral que plantea esta medida, 

los resultados de diferentes estudios han demostrado su ineficacia (Costa, 2011). La falta de 

sensibilidad y especificidad en los sistemas de diagnóstico empleados en los animales, la 

existencia de reservorios alternativos y la posible infección cruzada con otras especies, que no 

tienen en el perro su principal reservorio, han llevado a los expertos a recomendar otras medidas 

más encaminadas a la prevención de la infección y el tratamiento de los animales infectados 

(Dantas-Torres et al., 2019). 

Las formas cutáneas de leishmaniosis en esta región se agrupan en la denominada leishmaniosis 

cutánea americana (ACL), producida por diferentes especies de Leishmania (Pinart et al., 2020). 

Su incidencia también se ha visto incrementada en los últimos años en determinadas zonas, 

extendiéndose incluso con brotes atípicos en países como EE. UU. y Argentina (Clarke et al., 

2013; Acosta-Soto et al., 2020). 

Europa 

La leishmaniosis, tanto humana como canina, sigue siendo una enfermedad relativamente 

desconocida en Europa, si bien su incidencia ha crecido mucho en los últimos años en la Cuenca 

Mediterránea (Gianchecchi and Montomoli, 2020). Existen varias especies de Leishmania 

circulantes, pero la de mayor relevancia es L. infantum, cuya transmisión autóctona se ha 

descrito en numerosos países de la Cuenca Mediterránea siendo los más afectados Francia, 

Italia, Grecia y España (Torpiano and Pace, 2015). El principal reservorio es, al igual que en 

América Latina, el perro. La prevalencia de la CanL, en esta misma región, se estima en 2,5 

millones de cánidos afectados y se está extendiendo hacia nuevos territorios (Dumitrache et al., 

2016). Entre los factores que contribuyen a la dispersión de esta enfermedad se encuentra el 

cambio climático, que ha llevado a un aumento global de la temperatura favoreciendo la 

dispersión de los vectores hasta hacerlos presentes en países del centro de Europa, como 

Alemania, lo que podría suponer la puerta de entrada para la infección en los mismos (Baylis, 

2017). En los países del este europeo los casos de L. infantum eran tradicionalmente esporádicos 

e importados, pero con el crecimiento económico y el turismo de la región, y gracias a su 

proximidad a los países mediterráneos, en la actualidad se describe su transmisión autóctona 

en Bulgaria, Hungría y Rumanía (Mihalca et al., 2019). El aumento de personas 

inmunodeprimidas, bien por la coinfección con otros patógenos como el virus del HIV o por estar 

sometidos a terapias de inmunomodulación frente a otras patologías, también ha favorecido el 

incremento de la incidencia de la leishmaniosis (Torpiano and Pace, 2015). Todos estos factores 

han desencadenado en los últimos diez años importantes brotes de leishmaniosis humana, 

fundamentalmente en España e Italia (Noguerol Alvarez et al., 2012; Varani et al., 2013; 

Franceschini et al., 2016; Roth-Damas et al., 2017). 
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Existen otras especies circulando en Europa como L. trópica, que adquiere importancia en 

Grecia, (Boelaert, 2018) o L. donovani, que se ha introducido recientemente en Chipre (Antoniou 

et al., 2013). En la actualidad, el reciente conflicto en Siria ha dado lugar a un dramático 

incremento de la población que ha visto mermado su acceso a una vivienda y a un adecuado 

sistema sanitario, lo que ha llevado a un grave aumento en la incidencia de la CL, producida por 

L. major, en los campamentos de refugiados de países como el Líbano y debido a la migración 

masiva también en otros países europeos como Turquía (Al-Salem et al., 2016). 

4. Brote de leishmaniosis humana en la Comunidad de Madrid  

La ZVL en España se presenta de forma endémica, afectando fundamentalmente a los cánidos y 

en mucha menor medida a los humanos (WHO). Se encuentra incluida en la lista de 

enfermedades de declaración obligatoria (EDO) desde 1982; y en 1996 las competencias de 

vigilancia se transfirieron a las comunidades autónomas (Gil-Prieto et al., 2011). 

Tradicionalmente, el número de casos en la población humana era relativamente bajo, siendo 

las áreas más afectadas, aquellas situadas en la Comunidad de Madrid, las Islas Baleares y la 

costa mediterránea (Gil-Prieto et al., 2011). En los años 90, se observó un incremento 

significativo de su incidencia, que se asoció a la coinfección con el virus del HIV. La introducción 

de la terapia con antirretrovirales en 1997 contribuyó a su control, sin embargo, hay que tener 

en cuenta que la coinfección de ambos patógenos puede darse incluso en pacientes tratados, 

disminuyendo el éxito de la terapia (Monge-Maillo et al., 2014). Además, cabe destacar que 

hasta 2009, los principales registros de los casos de leishmaniosis se basaban fundamentalmente 

en los pacientes hospitalizados por lo que las formas cutáneas y más leves de la enfermedad 

podían ser subestimadas (Gil-Prieto et al., 2011). 

Entre los años 2000 y 2009 en la Comunidad de Madrid se reportaban entre 12 y 25 casos de 

leishmaniosis humana al año, lo que se traducía en una incidencia media de 0,5 casos por cada 

100.000 habitantes (Arce et al., 2013). En 2010 se detectó un brusco aumento de esta incidencia, 

superándose en hasta 5 veces los datos previos, lo que alertó a los sistemas sanitarios. Se 

determinó la existencia de un brote activo de leishmaniosis humana cuya fecha de inicio se 

estableció en junio de 2009 y cuyos casos tenían un asentamiento geográfico común en el 

suroeste de la comunidad. Entre los años 2009 y 2012, en las localidades de Fuenlabrada, Getafe, 

Leganés y Humanes (Figura 6) se reportaron 446 casos, lo que supuso una incidencia media de 

22,2 casos por cada 100.000 habitantes (Arce et al., 2013), y siguieron aumentando en los años 

siguientes hasta alcanzar los 733 casos en enero de 2018 (Gonzalez et al., 2018).  

Este brote de leishmaniosis humana supuso un aumento muy significativo de la prevalencia de 

la enfermedad en España y en todo el continente europeo, convirtiéndose en el mayor brote 

acontecido hasta la fecha en Europa (Arce et al., 2013). Pero, además, despertó el interés de la 

comunidad científica al presentar importantes particularidades. 
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A diferencia de lo que había ocurrido hasta ese momento, únicamente un 15% de los casos se 

dieron en personas con sistemas inmunitarios comprometidos o enfermedades concomitantes, 

siendo el 85% restante personas sanas e inmunocompetentes. La edad media de presentación 

se estableció en los 44 años (Arce et al., 2013). A nivel clínico, el 64,1% de los pacientes 

desarrollaron cuadros de CL, caracterizados por lesiones papulares o nodulares que en muchas 

ocasiones se presentaron de forma múltiple. El 35,9% de los pacientes desarrollaron cuadros de 

VL que cursaron principalmente con fiebre, esplenomegalia y pancitopenia (Noguerol Alvarez et 

al., 2012; Arce et al., 2013). Además, el 19% de los casos de VL estudiados (todos ellos 

inmunocompetentes) presentaron una forma atípica de linfadenopatía leishmanial localizada 

(LLL), que hasta ese momento sólo se había descrito de forma esporádica en la cuenca 

mediterránea (Horrillo et al., 2015). 

 

Figura 6. Distribución espacial del número de casos de CL y VL en función del lugar de residencia, brote 
de leishmaniosis Comunidad de Madrid (2009-2012). Arce, A., et al., Re-emergence of leishmaniasis in 
Spain: community outbreak in Madrid, Spain, 2009 to 2012. Euro Surveill, 2013. 

En todos los casos, la especie de Leishmania implicada fue L. infantum (Horrillo et al., 2019), por 

lo que se decidió llevar a cabo estudios de tipificación molecular que permitieran esclarecer si 

existían diferencias genéticas que explicaran su elevada afectación de individuos 

inmunocompetentes (Chicharro et al., 2013). Se analizaron 73 aislados parasitarios obtenidos 

entre 2008 y 2012 en diferentes zonas de Madrid, incluidas las áreas afectadas por el brote, que 

se tipificaron según las regiones genómicas de los espaciadores intergénicos ribosomales ITS1 e 

ITS2. Veintiún aislados se clasificaron como ITS tipo A, mientras que los 52 aislados restantes no 

coincidían con ningún tipo de ITS descrito previamente. Por el contrario, se asemejaban a la 

secuencia incluida en la cepa de L. infantum MHOM/ES/87/Lombardi, por lo que esta nueva 
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clasificación se denominó ITS-Lombardi. Todos los aislados que procedían de las regiones del 

brote tenían en común estar clasificados dentro de la denominación ITS-Lombardi, que 

posteriormente también se halló en los aislados obtenidos en los vectores y reservorios de la 

zona (Chicharro et al., 2013). 

Paralelamente, se tipificaron 83 aislados de L. infantum obtenidos en Madrid entre los años 

1988 y 2005 que se habían clasificado previamente, por medio de electroforesis de enzimas 

multilocus (MLEE), como zimodema MON-1 o MON-24. De los aislados clasificados como 

zimodema MON-1, el 80% se incluyeron en la clasificación de ITS tipo A, mientras que el 20% 

restante, al igual que el 100% de los aislados zimodema MON-24, correspondían con el ITS-

Lombardi. En cuanto a su presentación en los pacientes, tanto el ITS-A como el ITS-Lombardi se 

identificaron en casos de VL y CL y demostraron estar ampliamente distribuidos por toda la 

Comunidad de Madrid. En definitiva, no podía afirmarse que el brote fuera producido por un 

nuevo genotipo emergente de L. infantum (Chicharro et al., 2013). 

La colaboración de las autoridades sanitarias y los profesionales de distintos ámbitos 

relacionados con la salud pública permitió el desarrollo de diferentes estudios epidemiológicos 

que tenían como objetivo investigar las posibles causas del brote. Se relacionó la agregación de 

casos en estas localidades con la creación de zonas verdes urbanas y parques, que compartían, 

y en las que confluían los factores necesarios para la transmisión de la enfermedad. Estos 

espacios verdes fueron creados de forma artificial utilizando terrenos que anteriormente eran 

de uso agrícola para proporcionar áreas de recreo a la población colindante, lo que favorecía la 

presencia en ellas de un elevado número de vectores y potenciales reservorios y hospedadores 

(Gonzalez et al., 2017). 

Los cánidos son el reservorio más importante de L. infantum, resultando infectivos para los 

vectores tanto los animales infectados clínicamente sanos como los enfermos (Molina et al., 

1994). Un estudio de serodiagnóstico realizado en la Comunidad de Madrid entre los años 2006 

y 2007 reveló una seroprevalencia de la enfermedad en los perros de entre el 0 y el 16%, 

estableciéndose la media en el 8,1% (Galvez et al., 2010). Ante la excepcional incidencia de la 

enfermedad en humanos, se llevó a cabo otro estudio para analizar la variación de la 

seroprevalencia en los cánidos entre los años 2009 y 2016. Se analizaron muestras obtenidas de 

animales en toda la Comunidad de Madrid, incluidas las áreas sanitarias afectadas por el brote 

de leishmaniosis humana. Se evaluaron, tanto animales con propietario, en los que se 

implementaban medidas de control y prevención de la leishmaniosis, como animales de alto 

riesgo al tener una mayor exposición a los vectores. La seroprevalencia de los perros de alto 

riesgo, en las áreas del brote se estableció en el 4,7%, fuera de estas áreas en el 5,4% y en los 

animales que utilizaban medidas preventivas entre el 1,4 y el 3,6% (Miro et al., 2017). Estos 

resultados ponían de manifiesto la ausencia de un incremento de la prevalencia de la 

enfermedad en los cánidos asociada al brote de leishmaniosis humana, lo que abría la 

posibilidad de que existiera un ciclo de transmisión independiente de los perros. 
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Las especies de vectores relacionadas con la transmisión de L. infantum en Madrid son P. 

perniciosus y P. ariasi, siendo el primero el que ha actuado como vía de infección para los 

hospedadores en el brote (Jimenez et al., 2013). En relación con el alto número de casos en la 

población humana, y mediante un sistema de vigilancia entomológica, se observó una elevada 

densidad de flebotomos en las áreas afectadas, alcanzándose los 143,8 insectos por m2 (Arce et 

al., 2013). Esto, unido a la gran densidad de lagomorfos (conejos y liebres) en las áreas verdes 

recreativas de los núcleos urbanos afectados por el brote, hizo necesario investigar un posible 

ciclo silvestre con estas especies como nuevos reservorios.  

Mediante estudios entomológicos se evaluaron las preferencias alimenticias de los vectores y se 

observó que un 60% de la sangre ingerida por los flebotomos procedía de liebres (Jimenez et al., 

2013). Además, utilizando estudios de xenodiagnóstico basados en la exposición de liebres 

naturalmente infectadas a los vectores, se demostró su capacidad para transmitir el patógeno 

(Molina et al., 2012). A pesar de que existían estudios que describían un riesgo bajo de infección 

por L. infantum para los conejos en el sur de España (Chitimia et al., 2011), también se evaluó el 

papel de estos mamíferos en la transmisión del brote. Se demostró la presencia de anticuerpos 

específicos y DNA de L. infantum en los conejos de la zona sin que se observara ningún signo 

clínico en los mismos (Garcia et al., 2014) y mediante estudios de xenodiagnóstico se demostró, 

también, su papel como reservorios alternativos (Jimenez et al., 2014). Por último, se detectó 

un cambio en las tendencias alimentarias de los vectores con el tiempo, que parecían preferir la 

sangre de conejo, probablemente debido a la menor disponibilidad de liebres una vez 

implementadas las medidas de control (Gonzalez et al., 2017). Esta era la primera vez que los 

lagomorfos se describían como reservorios de Leishmania en la Cuenca Mediterránea y su 

elevada disponibilidad favorecía la alimentación de los vectores y la presencia de altas cargas 

parasitarias en los mismos, lo que resultó clave en el desencadenamiento y evolución del brote 

(Gonzalez et al., 2017). 

En el año 2012 se implementaron medidas de control ambiental, enfocadas a la eliminación de 

la población de vectores y lagomorfos como el uso de trampas e insecticidas o la destrucción de 

madrigueras. Esto, se tradujo en un descenso gradual del número de casos en la población 

humana entre los años 2013 y 2015 (Seva et al., 2017). 

Aunque, en la actualidad el brote de leishmaniosis humana acontecido en la Comunidad de 

Madrid parece estar controlado, ha supuesto un antes y un después en la percepción de la 

leishmaniosis en Europa. Su importancia y sus características diferenciales ponen de manifiesto 

la necesidad de continuar investigando los mecanismos de interacción de este patógeno con 

hospedadores y reservorios con el fin de hallar nuevas herramientas que permitan predecir la 

aparición de nuevos casos y controlar su dispersión. De esta necesidad surge la línea de 

investigación de la presente tesis doctoral. 
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

1. Antecedentes e hipótesis de la tesis doctoral 

Los estudios epidemiológicos, entomológicos y de tipificación molecular realizados con aislados 

de L. infantum responsables del brote de leishmaniosis acontecido en la Comunidad de Madrid, 

han sido esenciales para el manejo de la situación. Sin embargo, aún quedan por encontrar 

respuestas a algunas de las incertidumbres más importantes de dicho brote. La adaptación a 

nuevos reservorios, el elevado porcentaje de individuos inmunocompetentes afectados, el 

predominio del ITS-Lombardi y la aparición de nuevas formas de VL atípicas como la LLL, son 

características diferenciales a las que todavía hay que dar una explicación. En este contexto, en 

el grupo de investigación INMIVET, nos planteamos la posibilidad de que se hubiese producido 

un cambio en los mecanismos de virulencia desarrollados por los aislados parasitarios 

responsables en comparación con los que se encontraban circulando con anterioridad, lo que 

podría ayudar a explicar parte de lo acontecido.  

En 2014, en colaboración con los investigadores Maribel Jiménez y Ricardo Molina, 

pertenecientes al Laboratorio de Entomología Médica del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII), 

tuvimos acceso a dos aislados de L. infantum procedentes de flebotomos capturados en las 

áreas sanitarias del brote: IPER/ES/2012/BOS1FL1 (BOS1FL1) y IPER/ES/2012/POL2FL7 

(POL2FL7). En un estudio ex vivo sobre células derivadas de médula ósea murina (macrófagos y 

células dendríticas), analizamos diferentes parámetros relacionados con la virulencia de estos 

aislados, comparando los resultados con los obtenidos tras la infección con la cepa 

MCAN/ES/96/BCN150 (BCN150), una cepa ampliamente distribuida en España. Tanto BOS1FL1 

como POL2FL7 dieron lugar a tasas de infección más elevadas en ambos tipos celulares que 

BCN150. Esto se correspondía con la inducción por parte de estos aislados de un desequilibrio 

en la respuesta defensiva de las células, caracterizado por una menor síntesis de NO y una mayor 

actividad de la enzima arginasa. Además, al estudiar la producción de citoquinas, se observó una 

modulación de la respuesta inmunitaria celular por parte de los aislados procedentes del brote 

hacia un perfil fundamentalmente de tipo antiinflamatorio (Dominguez-Bernal et al., 2014). 

Estos datos indicaban una mayor virulencia para los aislados obtenidos en el brote y supusieron 

uno de los puntos de partida en el estudio de su comportamiento. 

Posteriormente, en el año 2015, en un estudio realizado por Martín-Martín & col. (Martin-

Martin et al., 2015), se recreó una infección natural mediante la exposición experimental de 

hámster a flebotomos infectivos. En esta ocasión, se compararon los aislados BOS1FL1 y 

IPER/ES/2012/POL2FL6 (POL2FL6) con la cepa MCAN/ES/98/LLM-877 (JPCM5) y se llevaron a 

cabo análisis de xenodiagnóstico y de afectación clínico-patológica de los animales. La alta 

virulencia de los aislados procedentes del brote se manifestó no sólo a nivel clínico, sino también 

en la alta carga parasitaria en los órganos diana de los animales infectados y su elevada 
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infectividad para los vectores (Martin-Martin et al., 2015). Estos resultados iban en concordancia 

con lo que se había observado en el ensayo ex vivo realizado en 2014 en las células murinas, 

dejando la puerta abierta al estudio de los mecanismos de interacción parásito-hospedador 

implicados.  

Una de las características diferenciales más importantes del brote de leishmaniosis de la 

Comunidad de Madrid fue el establecimiento de un ciclo de transmisión, fundamentalmente 

silvestre, independiente de los cánidos. Los estudios serológicos realizados demostraron que, a 

pesar de que las preferencias alimentarias de los vectores estaban claramente dirigidas hacia 

otras especies como liebres y conejos (Jimenez et al., 2013; Gonzalez et al., 2017), los cánidos 

de las áreas afectadas también estuvieron expuestos a los flebotomos. Prueba de ello son los 

mayores niveles de anticuerpos frente a la saliva de los vectores encontrados en su sangre con 

respecto a los de los animales no expuestos, especialmente en aquellos animales en los que no 

se aplicaban medidas preventivas (Martin-Martin et al., 2014). Sin embargo, los estudios 

epidemiológicos de seroprevalencia en esta especie no revelaron un aumento significativo de la 

incidencia de la CanL en asociación con el brote de leishmaniosis detectado en los humanos, ni 

siquiera en los animales de mayor riesgo (Miro et al., 2017). Más allá del uso de medidas 

preventivas por parte de los propietarios, en aquellos animales en los que se aplicasen, no existía 

ninguna razón para entender la discrepancia observada entre la especie humana y la población 

canina. Por ello en el grupo de investigación INMIVET formulamos la siguiente hipótesis: la 

infección por L. infantum de liebres y conejos, especies hospedadoras atípicas, se ha traducido 

en una mayor virulencia parasitaria, lo que ha favorecido que incluso seres humanos 

inmunocompetentes estén padeciendo la enfermedad en el actual brote de Madrid. Este 

incremento de la virulencia, sin embargo, no se ha reflejado en un aumento de la prevalencia de 

la enfermedad en el perro, lo que podría estar relacionado con un cambio en el tropismo y la 

adaptación a nuevos hospedadores de los aislados implicados en el brote. 

2. Objetivos de la tesis doctoral 

2.1. Objetivo general 

En este contexto, se plantea como objetivo general: la caracterización funcional de la virulencia 

y tropismo diferencial de dos aislados de L. infantum procedentes del brote de leishmaniosis 

acontecido en la Comunidad de Madrid al compararlos con la cepa BCN150, inicialmente en un 

modelo experimental murino in vivo de VL y posteriormente en un modelo de infección ex vivo 

en células de origen canino.  
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2.2. Objetivos específicos 

Objetivo 1: Caracterizar el perfil de virulencia in vivo de los aislados de L. infantum BOS1FL1 y 

POL2FL7, en comparación con la cepa BCN150, en un modelo experimental murino de VL. 

Objetivo 2: Analizar el perfil de virulencia ex vivo y el tropismo diferencial del aislado de 

L. infantum BOS1FL1, en comparación con la cepa BCN150, tras la infección de células primarias 

de origen canino. 

Objetivo 3: Estudiar el perfil transcriptómico desarrollado en la interacción parásito-célula 

hospedadora, empleando el aislado de L. infantum BOS1FL1 en comparación con la cepa 

BCN150, y la línea celular DH82 de macrófagos caninos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Aislados y cepas de L. infantum 

1.1. Obtención y cultivo de cepas y aislados de L. infantum 

Los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 se obtuvieron a partir de necropsias realizadas 

en flebotomos de la especie P. perniciosus, capturados durante un estudio entomológico llevado 

a cabo en 2012 en las áreas afectadas por el brote de leishmaniosis humana de la Comunidad 

de Madrid. La cepa de L. infantum BCN150 se aisló por primera vez en 1996, a partir de un caso 

de leishmaniosis canina (Fernandez-Cotrina et al., 2013). 

Para minimizar el efecto sobre la virulencia de Leishmania, derivado del mantenimiento 

prolongado de los parásitos en condiciones in vitro, todos los aislados o cepas fueron inoculados  

previamente en ratones (Moreira et al., 2012). Se infectaron dos hembras BALB/c (Janvier-Labs, 

Francia) por cada cepa o aislado, por vía intravenosa (IV) en la vena lateral de la cola con 1x106 

promastigotes por animal. Los ratones se mantuvieron en el centro de ayuda a la investigación 

(CAI) animalario de la Universidad Complutense de Madrid (UCM). Cinco semanas después de la 

infección fueron eutanasiados con CO2. Se extrajeron los bazos, se homogenizaron y se 

incubaron a 26°C en medio Schneider (Dutscher, Francia) suplementado con suero fetal bovino 

(FBS) al 20% (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) y una mezcla antibiótica de penicilina (200 U/ml) 

y estreptomicina (200 µg/ml) (Lonza, Suiza). Transcurridos aproximadamente siete días, se 

observaron los promastigotes libres por microscopía óptica. Estos parásitos se emplearon en los 

posteriores ensayos de infección mediante la realización de subcultivos. Para ello, en el 

momento en el que se alcanzó la fase estacionaria se transfirieron 2x106 promastigotes a un 

nuevo frasco de cultivo con 4 ml de medio fresco para permitir su desarrollo, esto constituiría el 

subcultivo “uno”. En todos los ensayos se compararon parásitos que procedían del mismo 

número de subcultivo, sin superar en ningún caso los diez primeros subcultivos. 

1.2. Obtención de Antígeno Soluble de Leishmania  

El antígeno soluble de Leishmania (SLA) se obtuvo a partir de cultivos en fase estacionaria de 

cada aislado o cepa de L. infantum siguiendo un protocolo previamente descrito (Scott et al., 

1987). Los promastigotes se sometieron a un proceso de lisis celular mediante choque térmico 

y sonicación. Una vez lisados, se calculó la concentración del antígeno obtenida por el método 

de Bradford para la cuantificación de proteínas totales (Bradford, 1976). 

1.3. Cinética de crecimiento in vitro y metaciclogénesis de L. infantum 

Las curvas de crecimiento de L. infantum se realizaron a partir de cultivos de promastigotes 

axénicos en una densidad parasitaria inicial de 5x105 parásitos/ml, que se incubaron en medio 



MATERIALES Y MÉTODOS 

62  

Schneider completo a 26°C durante 20 días. El recuento diario de los promastigotes viables se 

llevó a cabo utilizando una cámara Neubauer mejorada (Brand, Alemania) hasta que la densidad 

parasitaria estimada resultó ser inferior a la inicial. La metaciclogénesis se evaluó mediante la 

observación microscópica de la morfología de los promastigotes tras su fijación con metanol, 

determinando la relación entre la longitud del cuerpo celular y el flagelo. Siguiendo criterios 

previamente descritos, se consideraron metacíclicos aquellos promastigotes con una relación 

superior a dos (Zakai et al., 1998). 

1.4. Determinación de la viabilidad parasitaria en condiciones de estrés oxidativo  

Los promastigotes de L. infantum en fase estacionaria se incubaron en una densidad de 1x107 

promastigotes/ml en una placa de 96 pocillos de fondo plano, utilizando medio Schneider 

completo suplementado con peróxido de hidrógeno (H2O2) (Panreac, España) en 

concentraciones crecientes (0-10 mM). Después de 2h a 26°C, se añadió una solución de 

bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Thermo Fisher Scientific) a 

una concentración final de 0,5 mg/ml y se incubó 1h a 37°C. Posteriormente, se añadió 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck, Alemania) para disolver los cristales de formazán. Finalmente, 

se realizó la lectura de la absorbancia a 570 nm con una longitud de onda de referencia de 630 

nm. Los controles de citotoxicidad se hicieron con TritonTM X-100 2% (Merck) (Mosmann, 1983). 

2. Modelo experimental murino de VL  

2.1. Ensayo de infección in vivo con L. infantum 

Los ensayos de infección in vivo se realizaron utilizando 24 ratones hembra BALB/c de seis 

semanas de edad (Janvier-Labs) que se mantuvieron en el CAI animalario de la UCM. Se 

constituyeron los grupos experimentales: PBS (n = 6), BCN150 (n = 6), BOS1FL1 (n = 6) y POL2FL7 

(n = 6). Los animales se inocularon por vía IV en la vena lateral de la cola con 100 μl de tampón 

fosfato salino (DPBS) (MERK) que contenían 1x106 promastigotes en fase estacionaria del aislado 

o cepa parasitaria correspondiente (BCN150, BOS1FL1 y POL2FL7). Como control negativo se 

empleó un grupo de seis ratones a los que se administró por la misma vía, únicamente, 100 μl 

de DPBS. A las cinco semanas postinfección (PI) los animales fueron eutanasiados y se recogieron 

muestras de sangre, hígado y bazo. 

2.2. Cuantificación de la carga parasitaria  

La carga parasitaria presente en los órganos diana de los animales infectados se cuantificó 

mediante un ensayo de dilución límite (LDA) (Buffet et al., 1995). Tras la obtención del hígado y 

bazo de los ratones, ambos órganos se homogenizaron en 4 ml de DPBS. Posteriormente, se 

cultivaron 200 µl de cada homogenizado en medio Schneider completo, en placas de 96 pocillos 

de fondo plano, haciendo diluciones seriadas por cuadruplicado. Las placas se incubaron a 26°C 

durante diez días, hasta la detección de promastigotes móviles por microscopía óptica. La 
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determinación del número de parásitos por órgano se realizó teniendo en cuenta el promedio 

de la última dilución en la que se observó al menos un promastigote vivo y el peso de cada uno 

de los órganos (Buffet et al., 1995). 

2.3. Técnicas utilizadas para medir la respuesta inmunitaria frente a L. infantum 

2.3.1. Análisis del metabolismo enzimático y la producción de citoquinas in vivo 

Las actividades de las enzimas iNOS y arginasa, y la producción de citoquinas se analizaron en el 

cocultivo de esplenocitos de los animales infectados con DC de ratones “naïve” en una ratio 

esplenocito-DC de 5:1. Estos cocultivos se mantuvieron durante 96h en condiciones estándar 

(37°C, 5% de CO2). Las DC fueron previamente cultivadas en presencia o ausencia de SLA a una 

concentración de 25 μg/ml durante 12h a 37°C 5% CO2. Las actividades de ambas enzimas se 

midieron, siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.2. La producción de IFN-γ, TNF-α e IL-

10 se determinó siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.3. 

2.3.2. Cuantificación de la respuesta humoral 

Transcurridas cinco semanas de infección, y justo en el momento anterior a la eutanasia de los 

animales, se obtuvieron 50 µl de sangre entera de cada animal para la determinación del título 

de anticuerpos anti-SLA presentes en el suero mediante la técnica de ELISA estándar. Los pocillos 

de una placa de 96 pocillos de fondo plano (MicroWellTM) se tapizaron con 100 µl de SLA a una 

concentración de 10 µg/ml y se incubaron a 4°C durante 12h. Posteriormente, se añadieron a 

cado pocillo los sueros de los animales correspondientes haciendo diluciones seriadas. Como 

anticuerpo secundario se utilizó anti-ratón IgG de cabra (AB_2619745) conjugado con 

peroxidasa de rábano picante (HRP) a una dilución 1/1000 (SouthernBiotech, España). Tras el 

lavado y la adición del sustrato de la peroxidasa (Ultra TMB-ELISA) (Thermo Fisher Scientific) se 

detuvo la reacción con ácido sulfúrico 2M. La densidad óptica de las muestras se midió por 

espectrofotometría a 450 nm y el título de cada suero se definió como el inverso del factor de 

dilución más elevado que presentaba valores de densidad óptica mayores a 0,2. 

2.4. Estudio histopatológico del hígado de los animales infectados 

Tras el sacrificio, se obtuvieron tres muestras independientes de localizaciones diferentes del 

hígado de cada uno de los animales infectados, que se fijaron en una solución de formol al 10%. 

A continuación, se introdujeron en bloques de parafina y se seccionaron con un microtomo para 

posteriormente teñirlas con hematoxilina y eosina. El análisis descriptivo de la distribución y 

gravedad de las lesiones fue llevado a cabo por Mª Ángeles Jiménez Martínez del Servicio de 

Anatomía Patológica del Hospital Clínico Veterinario de la UCM. Se evaluó la gravedad de la 

inflamación de los tejidos mediante una puntuación clínica semicualitativa, determinada en 

función del número medio de granulomas e infiltrados inflamatorios presente en los tejidos. Se 

definieron tres categorías de gravedad: leve (menos de 5 infiltrados), moderada (entre 5 y 14 
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infiltrados) y grave (más de 14 infiltrados). Por último, se estudió el grado de maduración y la 

organización de los granulomas, clasificándolos en: granulomas inmaduros, aquellos que se 

encontraban en desarrollo; granulomas maduros, aquellos que habían iniciado el proceso de 

diferenciación; y granulomas crónicos o estériles, aquellos que no presentaban amastigotes y se 

encontraban bien diferenciados, organizados con las células de Kupffer y macrófagos en la parte 

central y un infiltrado inflamatorio, fundamentalmente compuesto por linfocitos. 

3. Técnicas de biología celular 

3.1. Aislamiento y diferenciación de células primarias 

3.1.1. Obtención de DC murinas derivadas de médula ósea 

Las DC murinas, empleadas en los cocultivos con esplenocitos de ratones infectados que han 

sido descritos en el apartado 2.3.1, se obtuvieron a partir de médula ósea de fémur y tibia de 

ratones BALB/c (n = 2) mediante perfusión con solución salina Hanks Balanced Salt Solution 

(HBSS) (Thermo Fisher Scientific). Los precursores celulares obtenidos fueron cultivados en 

condiciones estándar en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (Merck) suplementado con 

FBS al 10%, una mezcla antibiótica de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml) y el 

factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) (PeproTech, Reino Unido) 

a una concentración de 20 ng/ml para su diferenciación (Lutz et al., 1999). En los días 3 y 6 se 

añadió medio de cultivo fresco con GM-CSF. Transcurridos diez días, las células no adherentes 

fueron consideradas DC, cuya caracterización fenotípica ha sido ya descrita (Dominguez-Bernal 

et al., 2014), y sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 5x105 células/ml. 

3.1.2. Obtención de monocitos y macrófagos caninos de sangre periférica 

Para la obtención de células primarias a partir de sangre periférica canina, se emplearon 

donantes sanos (n = 10) de diferentes razas, edad media y ambos sexos, que cumplían con el 

criterio de ser animales negativos frente a Leishmania por serología y PCR. Basándonos en un 

protocolo previamente descrito (Martinez-Rodrigo et al., 2019), se extrajeron 250 ml de sangre 

entera de cada animal mediante venopunción yugular y se aislaron las células mononucleares 

por medio de un gradiente de densidad utilizando Histopaque®-1077 (Merck). A partir de las 

células mononucleares se obtuvieron los monocitos (Mon), a través de una selección magnética 

positiva utilizando microesferas recubiertas con anticuerpos anti-CD14 (Miltenyi Biotec, 

España). Estos se mantuvieron en cultivo en medio completo (CM), constituido por Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI)-1640 con 2 mM de L-glutamina (GE Healthcare, EE. UU.) 

suplementado con FBS al 10%, una mezcla antibiótica (100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina) y 10 mM de HEPES (Lonza), incubándose en condiciones estándar hasta ser 

utilizados en los ensayos de infección. Las células CD14- se recogieron y se almacenaron a -80°C. 
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Para la diferenciación de los Mon en macrófagos (Mø), se cultivaron en frascos de 25 cm2 con 

una densidad celular de 6x106 células/ml en CM suplementado con 33 ng/ml de GM-CSF 

(Kingfisher Biotech, EE. UU.) y se incubaron durante un período de siete días a 37°C 5% CO2. En 

los días tres y seis, el CM fue reemplazado por medio fresco con GM-CSF. 

3.2. Inmunofenotipado de cultivos celulares primarios 

La caracterización de los Mon y Mø primarios caninos, se llevó a cabo por citometría de flujo en 

los días cero y siete de cultivo. Las células se incubaron con anticuerpos monoclonales anti-CD14 

(CD14: RPE, TÜK4), anti-MHCII (MHC clase II: FITC, YKIX334.2), anti-CD86 (CD86: RPE, BU63) y 

anti-CD40 (CD40: FITC, LOB7/6) conjugados con los fluorocromos correspondientes (Bio-Rad, 

España). Las células CD14- se marcaron con el anticuerpo monoclonal anti-CD3 (CD3: FITC, 

CA17.2A12) para caracterizarlas como linfocitos T (CD14-CD3+). La intensidad de fluorescencia 

se cuantificó utilizando el citómetro de flujo FACScan (BD Biosciences, España), y los datos se 

procesaron con el software FlowJo X, versión 10.0.7 (Beckton Dickinson, EE. UU.). 

3.3. Cultivo de líneas celulares 

Las células pertenecientes a la línea celular DH82 (ATCC®-CRL-10389TM) de macrófagos 

tumorales caninos, se mantuvieron en cultivo en medio DMEM suplementado con FBS al 10% y 

una mezcla antibiótica de penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml) en condiciones 

estándar hasta su utilización en los ensayos de infección. 

3.4. Infección in vitro  

Los ensayos de infección en células se llevaron a cabo con un número variable de las mismas en 

función del tipo y los parámetros determinados posteriormente (Tabla 2). Las células se 

sembraron en placas de cultivo celular de 6 pocillos (P6) o 24 pocillos (P24) en las que se habían 

dispuesto con antelación lentillas de 13 mm de diámetro, tratadas con poli-L-lisina (Merck) para 

favorecer la adherencia celular (Mon y Mø primarios caninos). Tras 12h de incubación a 37°C 5% 

de CO2, las células fueron infectadas con promastigotes en fase estacionaria de L. infantum en 

una ratio 5:1 parásitos-células. A las 4h PI se lavaron los parásitos no internalizados con DPBS y 

se determinó el tiempo cero de infección. La cinética de infección fue de 4, 24 y 72h (Tabla 2). 

Tabla 2. Condiciones de infección in vitro en cultivos celulares 

Tipo celular N° Cel /pocillo Placa de cultivo Ratio de infección Cinética de infección 

Mon 
5 x105 P24 

5:1 

 

 24 y 72 h 

2x106 P6 72 h 

Mø 
5 x105 P24  24 y 72 h 

2x106 P6 72 h 

DH82 
2,5 x105 P24 4, 24 y 72h 

1 x 106 P6 4 h 
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3.5. Estimación del índice de infección 

Para cuantificar la capacidad de infección de L. infantum en los distintos tipos celulares, las 

células se sembraron sobre lentillas en placas de cultivo de 24 pocillos tal y como se describe en 

el apartado 3.4. Tras los correspondientes tiempos de infección (Tabla 2), las células fueron 

fijadas con metanol al 70% durante 5 minutos y teñidas con Giemsa (R66, GurrTM) (VWR, EE. 

UU.). Se contaron 400 células por duplicado mediante un microscopio óptico Olympus BX41, 

utilizando el objetivo de 100 aumentos, y se determinó el porcentaje de células infectadas y el 

número de amastigotes intracelulares por cada célula infectada, lo que se denominó intensidad 

de infección. El índice de infección se calculó como el resultado de la multiplicación de ambos 

parámetros (Cunha et al., 2013). 

3.6. Análisis del metabolismo enzimático y la producción de citoquinas en cultivos 

celulares 

Las actividades enzimáticas, de la iNOS y la arginasa, así como la producción de citoquinas, se 

analizaron en sistemas de cocultivo de Mon o Mø primarios caninos derivados de sangre 

periférica con linfocitos autólogos de los perros donantes. A las 4 h PI, tras el lavado de los 

parásitos extracelulares se añadieron los linfocitos autológos a los cultivos en una ratio 5:1 

linfocito-Mon/Mø y se incubaron a 37°C 5% de CO2 durante 72h. Para la determinación de la 

actividad de la enzima iNOS, una vez añadidos los linfocitos autólogos al cocultivo, se agregó al 

medio de cultivo lipopolisacárido (LPS) a una concentración de 1 μg/ml (Merck) que se incubó 

junto a las células durante las 72h. Las actividades de ambas enzimas se midieron en función de 

las técnicas descritas en el apartado 4.2. La producción de IFN-γ, TNF-α e IL-10 se evaluó 

siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.3. 

4. Técnicas inmunológicas 

4.1. Determinación de la producción de ROS 

La determinación de la producción de ROS se llevó a cabo tras 24 y 72h de infección por 

citometría de flujo, utilizando el fluoróforo dihydroethidium (DHE) como sistema indicador. Las 

células fueron incubadas en presencia de DHE 10 mM (Merck) durante 30 min a 37°C con un 5% 

de CO2. Como control positivo se utilizó el inductor de ROS forbol-12-miristato-13 acetato (PMA) 

(Merck), que se incubó junto con las células a una concentración de 1 µg/ml durante 30 min en 

condiciones estándar. La intensidad de fluorescencia del DHE se cuantificó utilizando el 

citómetro de flujo FACScan y el software FlowJo X, versión 10.0.7. 

4.2. Cuantificación del metabolismo enzimático 

La producción de NO se estimó de forma indirecta a partir de la concentración obtenida de 

nitritos utilizando la prueba química de Griess (Ding et al., 1988). La actividad arginasa se midió 
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tras la lisis de las células, mediante su incubación durante 30 min en una solución compuesta 

por tris-ácido clorhídrico (Tris-HCl) 0,1M, cloruro sódico (NaCl) 300 µM, floruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1µM y Tritón X-100 al 1% (Merck) (Corraliza et al., 1994). La cantidad 

de arginasa suficiente para inducir la formación de 1 mmol de urea por min se definió como la 

unidad de actividad enzimática (U). Los resultados se expresaron en miliunidades (mU). 

4.3. Medición de la producción de citoquinas 

La producción de IFN-γ, TNF-α e IL-10, se determinó mediante técnicas de ELISA. Para ello, se 

emplearon los kits comerciales correspondientes para cada especie, (DuoSet®ELISA 

Development Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D systems, EE. UU.). 

5. Técnicas de biología molecular 

5.1. Extracción de ácido ribonucleico 

El ácido ribonucleico (RNA) total de los cultivos celulares infectados se aisló a las 4 y 72h PI 

mediante el kit comercial NZY Total RNA Isolation Kit (NZYTech, Portugal) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Una vez obtenido se determinó su concentración y pureza 

utilizando el espectrofotómetro NanoDropTM2000 (Thermo Fisher Scientific). 

5.2. Cuantificación de los niveles de expresión de citoquinas, TLR, NO y arginasa 

por qPCR 

El RNA total obtenido de los cultivos celulares tras 72h de infección se ajustó a una 

concentración de entre 200 y 400 ng para cada muestra, que se retrotranscribieron para obtener 

el DNA complementario (cDNA) mediante un kit comercial denominado NZY First-Strand cDNA 

Synthesis Kit (NZYTech). Se cuantificaron los niveles de expresión de IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-18, 

TNF-α, iNOS, arginasa, TLR2 y TLR4. Los cebadores empleados para la amplificación de los genes 

analizados se diseñaron de forma específica para estos estudios (Tabla 3). Las reacciones de 

qPCR de transcripción inversa (qRT-PCR) se realizaron utilizando el kit comercial NZYSpeedy 

qPCR Green Master Mix (2x) (NZYTech), empleando 5 pmol de cada cebador y 4 µl de cDNA 

diluido en un volumen final de 20 µl, usando el sistema de qPCR 7500 FAST (Applied Biosystems, 

EE. UU.). La cuantificación relativa de los niveles de expresión de los genes de interés se llevó a 

cabo mediante el método comparativo 2ΔΔCt (Schmittgen and Livak, 2008), previa 

normalización de los valores en base a los genes metabólicos β-actina y gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GADPH). La eficiencia de las reacciones de qPCR se estableció en un índice de 

determinación R2 superior a 0,99 y una pendiente de la recta de entre -3,6 y -3,0. 
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Tabla 3. Cebadores empleados en las reacciones de qRT-PCR 

 

Gen Nombre Secuencia (5’→ 3’) Orientación Posición 
Tamaño 

(bp) 

NCBIa 

N° de acceso 
Referencia 

β-actin 

qmB-actin-1D GGCACCACACCTTCTACAATG Forward 343-363 

151 NM_001195845.2 
(Mas et al., 

2020) 
qmB-actin-1R TGGATGGCTACGTACATGGCT Reverse 476-496 

GAPDH 

qGAPDH-1D CCAGAACATCATCCCTGC Forward 603-620 

240 AB038240.1 
(Mas et al., 

2020) 
qGAPDH-1R GAGACCACCTGGTCCTCAGTG Reverse 822-842 

IL-1β 

qIL-1 β-1D GATGGCTTACTCCAGTAACAATG Forward 1429-1451 

158 XM_005630074.2 
(Mas et al., 

2020) 
qIL-1 β-1R GCCTCAGACTCTTGTTACAGAGC Reverse 1564-1586 

IL-6 

qIL-6-1D GAGACCTGCTTGACAAGAATCAC Forward 367-389 

123 NM_001003301.1 
(Mas et al., 

2020) 
qIL-6-1R GATCTTGGTACTCATGTGCACAG Reverse 467-489 

IL-10 

qIL-10-1D CACGACCCAGACATCAAGAACCAC Forward 304-327 

142 EU426968.1 
(Mas et al., 

2020) 
qIL-10-1R TACTAAATGCGCTCTTCACCTGC Reverse 423-445 

IL-12 

qIL-12-1D AGCAGTGACACTTTCAGCAGAG Forward 513-534 

143 NM_001003292.1 
(Mas et al., 

2020) 
qIL-12-1R GCTTGTGAATAGCATCCACCACG Reverse 633-655 

IL-18 

qIL-18-1D GATTCTGACTGTACAGATAATGC Forward 211-233 

99 NM_001003169.1 
(Mas et al., 

2020) 
qIL-18-1R CTTCACAGAGATAGTTACTGCCAG Reverse 286-309 

TNF-α 

qTNFa-1D AGCCAGTAGCTCATGTTGTAGC Forward 260-281 

122 NM_001003244.4 
(Mas et al., 

2020) 
qTNFa-1R CGGCACTATCAGCTGGTTGTCTG Reverse 359-381 

Arginasa 

qArg-1D GCATGGCTATTGGAAGCATCTC Forward 794-815 

182 XM_532053.6 
(Mas et al., 

2020) 
qArg-1R GAATCCTGGTACATCGGGTATC Reverse 954-975 

iNOS 

qInos-1D GTCTTGTCTGGGAGCCATCATG Forward 586-607 

161 XM_022422531.1 
(Mas et al., 

2020) 
qInos-1R CCACCCTGGCCAGATGTTCCTC Reverse 725-746 

TLR2 

qTLR 2-1D GAACTTATCCGACACAAGAATGC Forward 1331-1353 

164 EU487534.1 
(Mas et al., 

2020) 
qTLR 2-1R AGGCATCTGGTAGAGTCTTCAAC Reverse 1472-1494 

TLR4 

qTLR 4-1D ATTCCAGTTTGAAGCAGGCCAGTG Forward 1300-1323 

134 NM_001002950.2 
(Mas et al., 

2020) 
qTLR 4-1R GACTTCGAGGCTGACCAAGCCATC Reverse 1410-1433 
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5.3. Construcción de librerías de cDNA y secuenciación del RNA  

Para la construcción de las librerías de cDNA, se partió del RNA total obtenido de tres réplicas 

biológicas de los cultivos celulares a las 4h PI. Una vez aislado, su concentración y pureza se 

evaluaron tal y como se describe en el apartado 5.1. Además, se analizó su integridad mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 1%, que incluía la tinción de ácido nucleico intercalante 

GelRed (Biotium, EE.UU), y el kit comercial RNA 6000 Nano perteneciente al bioanalizador Agilent 

2100 (Agilent Technologies, EE.UU.). Se utilizó un máximo de 1 µg de RNA por muestra. Tanto la 

construcción de librerías como la secuenciación masiva de RNA (RNA-seq) fueron realizadas por 

la empresa Novogene© de acuerdo a sus protocolos optimizados. Brevemente, las librerías de 

secuenciación se generaron usando el kit comercial NEBNext® UltraTM RNA Library Prep Kit para 

la tecnología Illumina® (NEB, EE. UU.), siguiendo con las recomendaciones del fabricante. El RNA 

mensajero (mRNA) se purificó a partir del RNA total utilizando esferas magnéticas unidas a 

oligonucleótidos Poli-T y se fragmentó mediante cationes divalentes. Tras la retrotranscripción 

y adenilación de los extremos 3’, el cDNA se unió a adaptadores para favorecer su hibridación. 

Se seleccionaron los fragmentos de cDNA de 150-200bp usando el sistema AMPpure XP 

(Beckman Coulter, EE. UU.) y se amplificaron por PCR. La calidad de las librerías se analizó en el 

bioanalizador Agilent 2100. Por último, las librerías fueron secuenciadas en la plataforma 

Illumina Hiseq 2000 (Illumina, EE. UU.) para generar las lecturas pareadas (paried-end). 

Los datos crudos obtenidos en la secuenciación se encuentran disponibles en la base datos NCBI 

Sequence Read Archive con el número de acceso PRJNA701880. 

5.4 Control de calidad, mapeo y cuantificación de los niveles de expresión génica 

La calidad de los datos obtenidos tras la secuenciación se analizó mediante la herramienta 

informática FASTP (http://github.com/OpenGene/fastp) (Chen et al., 2018), eliminándose las 

lecturas que contenían adaptadores, secuencias Poli-N y las lecturas de baja calidad. Se 

calcularon los índices de calidad Phred (Q) 20 y 30 (Ewing and Green, 1998) y el contenido de 

guanina-citosina (GC) (Sheng et al., 2017) para cada muestra. Todos los análisis posteriores se 

realizaron únicamente teniendo en cuenta las lecturas de alta calidad. 

Las lecturas se alinearon frente al genoma de referencia de los cánidos (Canis lupus familiaris, 

versión CanFam3.1. NCBI: GCA_ 000002285.2) y de Leishmania infantum JPCM5 (versión 

ASM287v2. NCBI: GCA_000002875.2), obtenidos de la base de datos ENSEMBL/NCBI (Flicek et 

al., 2014; Hunt et al., 2018) usando el software HISAT2 (https://ccb.jhu.edu/ 

software/hisat2/inde) (Pertea et al., 2016). Los niveles de expresión se estimaron en función de 

los fragmentos por kb de transcrito por millón de lecturas mapeadas (FPKM) de cada gen, 

conocido y nuevo, teniendo en cuenta la longitud del gen y el número de lecturas (Trapnell et 

al., 2010). 
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5.5 Análisis del enriquecimiento y la expresión diferencial de genes 

En primer lugar, se investigó la correlación entre las muestras infectadas en las mismas 

condiciones para asegurar su aceptación como réplicas biológicas y se realizó un análisis de 

componentes principales (PCA) para valorar su agrupación (Son et al., 2018). La expresión 

diferencial de los genes en las distintas condiciones se estudió utilizando el algoritmo DESeq2 

del software estadístico R (http://www.r-project.org), con base en un modelo de distribución 

binomial negativa para la determinación de diferencias estadísticas (Anders and Huber, 2010). 

Los valores P resultantes se ajustaron utilizando el enfoque de Benjamini y Hochberg (Benjamini, 

1995) para controlar la Tasa de descubrimientos falsos (FDR). Los genes con un valor FDR < 0,05 

se definieron como genes diferencialmente expresados (DEG). 

Los DEG fueron analizados para la asignación de términos de ontología génica (GO) y para 

establecer su distribución entre las categorías función molecular, proceso biológico y 

componente celular (Ashburner et al., 2000; The Gene Ontology, 2019). Los términos GO 

enriquecidos se identificaron mediante la herramienta bioinformática PANTHER 16.0 

(http://www.pantherdb.org) (Thomas et al., 2003; Thomas et al., 2006; Mi et al., 2020), 

utilizando la prueba estadística de sobrerrepresentación. Para facilitar su análisis, una vez 

obtenidos, se utilizó el servidor REVIGO para identificar los términos GO no redundantes y 

agruparlos en función de su similitud semántica, permitiendo una semejanza del 0,5 en todos 

los casos (Supek et al., 2011). Las rutas biológicas se identificaron mediante la base de datos 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of genes and genomes) (Kanehisa and Goto, 2000; Kanehisa, 2019; 

Kanehisa et al., 2020) y la herramienta bioinformática STRING 10 versión 11.0 

(https://www.string-db.org) (Szklarczyk et al., 2019). Los términos GO y rutas biológicas con un 

valor FDR inferior a 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. El análisis de 

enriquecimiento funcional con los DEG hallados en L. infantum se realizó mediante la base de 

datos TriTrypDB (https://tritrypdb.org, VEuPathDB) (Aslett et al., 2010; Harb and Roos, 2020).  

6. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de los resultados, en primer lugar, se estudió la distribución de las 

variables. Aquellas variables que se ajustaron a una distribución normal se analizaron mediante 

las pruebas de inferencia estadística paramétrica: t de Student para muestras relacionadas o 

independientes y análisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vías, en función del número de 

variables comparadas. Por el contrario, aquellas variables que no se ajustaban a una distribución 

normal se analizaron mediante pruebas de inferencia estadística no paramétrica como la prueba 

de Mann-Whitney. La prueba específica realizada en cada caso se encuentra recogida en la figura 

correspondiente. Todos los análisis se realizaron usando el Software Prism 6 (Graph Pad 

software) y los resultados se representan como la media ± el error estándar de la media (SEM). 

Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando los valores de p se 

encontraron por debajo de 0,05 (*p < 0,05) y 0,01 (**p < 0,01). 
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7. Consideraciones éticas 

Todos los ensayos que han implicado el uso de animales han sido diseñados de acuerdo con la 

legislación aplicable (Ley española 63/2013 y Directiva de la Unión Europea 2010/63/UE), 

siguiendo el principio de las 3R (reemplazo, reducción y refinamiento). Todos los procedimientos 

han sido aprobados por el Comité de ética y experimentación animal de la Universidad 

Complutense de Madrid y la Comunidad de Madrid con los números de procedimiento: PROEX 

05/2018 y PROEX 212/18. 
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Objetivo 1: Caracterizar el perfil de virulencia in vivo de los aislados de L. infantum 

BOS1FL1 y POL2FL7, en comparación con la cepa BCN150, en un modelo 

experimental murino de VL  
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OBJETIVO 1 

1. Contexto científico 

La reciente dispersión de la leishmaniosis hacia zonas no endémicas pone de manifiesto el 

cambio acontecido en su perfil epidemiológico. Esta extensión es fruto del incremento en los 

movimientos de personas y animales desde zonas endémicas, pero también de los cambios 

medioambientales y ecológicos inducidos por actividades humanas como la urbanización y la 

deforestación (Alvar et al., 2012; Gradoni, 2013). La creación del parque forestal periurbano 

Bosquesur, entre las localidades madrileñas de Fuenlabrada, Leganés, Alcorcón, Getafe y Pinto 

en 2009, tuvo como consecuencia la alteración de sus condiciones ecológicas, con el 

consiguiente incremento en la densidad de vectores (P. perniciousus) y hospedadores 

alternativos (liebres y conejos) de Leishmania (Arce et al., 2013). Esta confluencia de factores 

dio lugar al mayor brote de leishmaniosis humana en Europa (Arce et al., 2013), afectando a 

unas 800 personas con manifestaciones cutáneas y viscerales (gran parte en personas 

inmunocompetentes). Los estudios de xenodiagnóstico realizados revelaron el papel de 

reservorio ejercido por los lagomorfos, al resultar, no solo seropositivos frente al parásito, sino 

también infecciosos para la población de vectores (Molina et al., 2012; Jimenez et al., 2014). 

Además, la abundancia de estas especies en el entorno del parque y el fácil acceso a las mismas 

favoreció un cambio en las preferencias alimenticias de los vectores que pasaron a consumir su 

sangre como principal fuente de alimento (Jimenez et al., 2013; Gonzalez et al., 2017). Cabe 

destacar que, aunque el perro es el principal reservorio de leishmaniosis en la cuenca 

Mediterránea, en este caso los cánidos no contribuyeron de forma significativa en la transmisión 

de la enfermedad (Miro et al., 2017). Por último, los estudios filogenéticos y de tipificación 

molecular llevados a cabo con distintos aislados obtenidos de pacientes, reservorios y vectores 

revelaron la implicación del genotipo de L. infantum ITS-Lombardi (Chicharro et al., 2013). Un 

genotipo que a pesar de encontrarse circulando previamente, no había sido descrito hasta el 

momento.  

Este inusual escenario, en el que se afectaron un gran número de personas en un área geográfica 

muy reducida, apuntaba hacia un cambio en la virulencia de los aislados de L. infantum 

responsables. En un estudio ex vivo, realizado previamente en nuestro laboratorio, se halló un 

incremento en la virulencia de dos de estos aislados tanto en DC como en Mø murinos al 

compararlos con la cepa BCN150 (Dominguez-Bernal et al., 2014). Posteriormente, otro estudio 

de un grupo colaborador, que reproducía una infección natural in vivo en hámster con aislados 

de L. infantum procedentes del brote, mostró una mayor virulencia de estos en términos de 

carga parasitaria en órganos diana, alteraciones clínicopatológicas e infectividad para los 

vectores (Martin-Martin et al., 2015). 

En este objetivo y con el fin de caracterizar el perfil de virulencia, profundizamos en el estudio 

comparativo entre los aislados BOS1FL1 y POL2FL7, procedentes del brote de la Comunidad de 
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Madrid, y la cepa de referencia BCN150. Se trataba de analizar si los resultados observados ex 

vivo, se reproducían en un modelo murino in vivo de VL, y así evaluar los mecanismos 

inmunológicos que podrían haber permitido al parásito superar la inmunocompetencia de 

muchos de los pacientes afectados.   

2. Resultados 

2.1. Variabilidad en el grado de visceralización en función del aislado o cepa de 

L.  infantum 

En primer lugar, se evalúo el potencial de diseminación de BCN150, BOS1FL1 y POL2FL7 en el 

hígado y bazo de los animales. Se inocularon por vía IV seis ratones BALB/c, por grupo, con el 

mismo número de promastigotes de cada cepa/aislado, tal y como se describe en el apartado 

2.1. Cinco semanas después de la infección, los ratones se eutanasiaron y la carga parasitaria en 

ambos órganos se determinó mediante un ensayo LDA. Los resultados obtenidos mostraron una 

mayor capacidad metastásica de los aislados del brote (BOS1FL1 y POL2FL7), con mayores cargas 

parasitarias en ambos órganos en comparación con el grupo BCN150. El aislado BOS1FL1 fue el 

que presentó un potencial de diseminación en órgano diana más elevado (Figura 7).  

 

Figura 7. Determinación de la carga parasitaria en hígado y bazo de los animales infectados por 
L. infantum. Se inocularon seis ratones por grupo con 1x106 promastigotes/animal en fase estacionaria y 
se determinó la carga parasitaria en ambos órganos a las 5 semanas PI, mediante un ensayo LDA. Los 
resultados se representan como la media ± SEM. El análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó 
con la prueba paramétrica t de Student. (*P < 0,05; **P < 0,01). 
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2.2. Inducción de una respuesta humoral específica frente a L. infantum 

Para evaluar la respuesta humoral inducida en los ratones por cada aislado o cepa parasitaria, 

se obtuvieron las correspondientes muestras de sangre y se cuantificó la presencia de 

anticuerpos IgG específicos anti-SLA presentes en el suero. El título medio de anticuerpos del 

grupo BCN150 se estableció en 1:220 (± 49), mientras que los de los grupos POL2FL7 y BOS1FL1 

se establecieron en 1:500 (± 100) y 1:1267 (± 217) respectivamente (Figura 8). En correlación 

con la carga parasitaria y la progresión de la enfermedad, los ratones infectados por el aislado 

BOS1FL1 fueron los que presentaron una respuesta humoral anti-SLA más elevada.  

 

Figura 8. Respuesta inmunitaria humoral frente a SLA. El suero de los ratones infectados por L. infantum 
se obtuvo a las 5 semanas PI en todos los grupos. El título de anticuerpos presentes en el suero se 
determinó mediante técnicas de ELISA. Los resultados se representan como la media ± SEM. Los datos 
obtenidos no se ajustaron a una distribución normal, por lo que su análisis estadístico se realizó con la 
prueba no paramétrica Mann-Whitney (*P < 0,05; **P < 0,01).  

2.3. Predominio de la actividad arginasa tras la infección por POL2FL7 y BOS1FL1 

El estudio del metabolismo de la L-arginina en las células fagocíticas, más concretamente las 

actividades de las enzimas iNOS y arginasa, resulta de gran importancia para determinar la 

tendencia del perfil inmunológico del hospedador frente a la infección por Leishmania. La 

cuantificación de ambas actividades enzimáticas se realizó en un sistema de cocultivo de 

esplenocitos de los ratones infectados con DC de ratones naïve, previamente estimuladas con 

SLA durante 96h. Todos los grupos infectados produjeron niveles de nitritos entre 5 y 10 veces 

superiores a los niveles basales del grupo no infectado (PBS: 3,08 ± 1,06 µM), sin que se 

observasen diferencias significativas entre los distintos aislados o cepas de L. infantum (Tabla 

4). Los valores de actividad arginasa detectados en los cocultivos celulares de los ratones 

infectados fueron, también, significativamente superiores a los del grupo control (PBS). Entre 

los grupos infectados, los ratones inoculados con el aislado BOS1FL1 presentaron una actividad 

arginasa significativamente mayor (30,69 ± 6,55 mU) que el resto. Por el contrario, no se hallaron 

diferencias entre los grupos inoculados con POL2FL7 y BCN150 (Tabla 4).  
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Tabla 4. Evaluación del metabolismo de la L-arginina en los ratones infectados por L. infantum BCN150, 

POL2FL7 y BOS1FL1. 

Los resultados se representan como la media ± SEM. Los asteriscos (*) indican diferencias 
estadísticamente significativas (*P < 0,05; **P < 0,01) entre los grupos infectados y el grupo control PBS. 
La letra (a) indica diferencias significativas entre los grupos POL2FL7 o BOS1FL1 y el grupo BCN150. La 
letra (b) indica diferencias significativas entre POL2FL7 y BOS1FL1. El análisis estadístico de los datos se 
realizó mediante la prueba paramétrica t de Student.  

2.4. Modulación diferencial de la defensa inmunológica del hospedador basada en 

la producción de citoquinas en respuesta a la infección 

La infección de los ratones por BOS1FL1 y POL2FL7 indujo una producción significativamente 

menor de citoquinas proinflamatorias, IFN-γ y TNF-α, (Figura 9A, B) y mayor de citoquinas 

antinflamatorias, IL-10, (Figura 9C) en comparación con la cepa BCN150. La producción de IL-10 

de los esplenocitos de los ratones pertenecientes al grupo BOS1FL1, al igual que la carga 

parasitaria, el título de anticuerpos IgG anti-SLA y la actividad arginasa, se encontró por encima 

de los niveles observados para el grupo POL2FL7 (**p < 0,01). Las ratios IFN-γ/IL-10 y TNF-α/IL-

10 resultaron significativamente reducidos en los ratones infectados por POL2FL7 y BOS1FL1 con 

respecto al grupo BCN150 (Tabla 5). Entre los aislados procedentes del brote, BOS1FL1 dio lugar 

a unas ratios de citoquinas Th1/Th2 cuyos valores fueron de entre 0,6 y 0,75 veces los del grupo 

POL2FL7. 

Tabla 5. Ratios de citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias en los ratones infectados por 

L. infantum BCN150, POL2FL7 y BOS1FL1. 

 

 

 

 

Los resultados se representan como la media ± SEM. Los asteriscos (*) indican diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos infectados y el grupo control PBS. La letra (a) indica 
diferencias significativas entre los grupos POL2FL2 o BOS1FL1 y el grupo BCN150. El análisis estadístico de 
los datos obtenidos se realizó con la prueba paramétrica ANOVA de dos vías seguida del test de Tukey. 
(*P < 0,05; **P < 0,01).  

Grupo Nitritos (µM) Actividad arginasa (mU) Ratio iNOS/Arginasa 

POL2FL7 28,97 ± 4,12** 20,18 ± 3,99* 1,44* 

BOS1FL1 18,42 ± 10,01** 30,69 ± 6,55*, **a, *b 0,60*, **a, **b 

BCN150 31,86 ± 7,32** 18,30 ± 5,46 1,74* 

PBS 3,08 ± 1,06 10,79 ± 1,96 0,19* 

Grupo Ratio IFN-γ/IL-10 Ratio TNF-α/IL-10 

POL2FL7 0,19 ± 0,08**, **a 0,48 ± 0,19*, *a 

BOS1FL1 0,12 ± 0,09**, **a 0,36 ± 0,23*, *a 

BCN150 0,93 ± 0,18** 0,89 ± 0,22* 

PBS 3,94 ± 1,68 10,79 ± 1,96 
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Figura 9. Producción de citoquinas en los animales infectados por L. infantum. Los esplenocitos de los 
ratones infectados se cocultivaron con DC derivadas de médula ósea de ratones naïve estimuladas con 
SLA durante 96h. La producción de IFN-γ (A), TNF-α (B) e IL-10 (C) se determinó mediante técnicas de 
ELISA. Los resultados obtenidos se representan como la media ± SEM. El análisis estadístico de los datos 
se realizó con la prueba paramétrica ANOVA de dos vías seguida del test de Tukey. (*P < 0,05; **P < 0,01). 

2.5. Diferencias en la afectación hepática de los ratones en respuesta a la infección  

En el estudio anatomopatológico de los hígados de los ratones se observó que, después de cinco 

semanas de infección, todos los animales desarrollaron una hepatitis de tipo granulomatoso. 

Por el contrario, el grupo control no presentó lesiones inflamatorias ni de cualquier otra índole. 

La gravedad de la hepatitis desarrollada se expresó de forma semicuantitativa mediante su 

clasificación en tres categorías: leve, moderada y grave. De acuerdo con este criterio, los ratones 

pertenecientes al grupo BOS1FL1 presentaron una afectación hepática entre moderada y grave, 

mientras que los ratones de los grupos POL2FL7 o BCN150 desarrollaron mayoritariamente una 

hepatitis leve (Figura 10). 

 

Figura 10. Evaluación de la afectación hepática en los ratones infectados por L. infantum. 
Representación gráfica del número total de infiltrados o granulomas hepáticos hallados en cada animal 
en todos los grupos. La gravedad de la inflamación se clasificó en 1 leve (< 5 granulomas), 2 moderada (5 
- 14 granulomas) y 3 grave (> 14 granulomas).  
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El porcentaje de granulomas maduros y crónicos o estériles en relación con el porcentaje de 

infiltrados inmaduros resultó mucho menor en los ratones infectados por BOS1FL1 que en el 

resto de los grupos. Aunque la gravedad de la inflamación fue similar en los grupos POL2FL7 y 

BCN150, los ratones infectados por el aislado POL2FL7 mostraron un mayor porcentaje de 

granulomas estériles que el grupo BCN150 (Figura 11). 

 

Figura 11. Porcentaje de granulomas hepáticos en función de su fase de maduración. Los granulomas se 
clasificaron en inmaduros (IM), maduros (M) y crónicos o estériles (C/S). Los granulomas IM (a) se 
caracterizaron por presentar en su interior una población de células de Kupffer hipertrofiadas con un 
número variable de amastigotes (flechas) intercaladas con algunos linfocitos y macrófagos. Los 
granulomas M (b) presentaron una población de macrófagos y células gigantes en la parte central que 
contenían amastigotes. Los granulomas C/S (c) se caracterizaron por la ausencia de amastigotes y la 
presencia de una población de linfocitos en la periferia.  
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3. Discusión  

Existen muchos factores que influyen en la virulencia de Leishmania y pueden favorecer un 

incremento en el número y la gravedad de los casos de leishmaniosis (Buckling, 2007). En el 

brote de la Comunidad de Madrid, se describió por primera vez el papel ejercido por los 

lagomorfos como reservorios alternativos sin que se hallase ninguna afectación 

clinicopatológica de los mismos (Molina et al., 2012; Jimenez et al., 2014). No obstante, la 

interacción de L. infantum con estas especies pudo aumentar la virulencia de los aislados 

responsables, favoreciendo el gran número de personas inmunocompetentes afectadas. Esto 

podría ser debido a que el patógeno y el hospedador no habrían tenido la oportunidad de 

coevolucionar hacia una situación de equilibrio (Casadevall et al., 2011). En base a los resultados 

obtenidos en estudios previos de interacción Leishmania-hospedador (Carrion et al., 2006; Nieto 

et al., 2011; Dominguez-Bernal et al., 2014), en este objetivo, se pretendía evaluar el potencial 

patógeno de los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 al compararlos con la cepa, 

previamente caracterizada, BCN150 en un modelo experimental murino de VL.  

Los resultados, en línea con los previamente obtenidos en el grupo INMIVET tras la infección ex 

vivo de Mø y DC murinas y por Martin-Martín y colaboradores en un modelo in vivo de infección 

natural en hámster (Dominguez-Bernal et al., 2014; Martin-Martin et al., 2015), revelaron un 

espectro de fenotipos de virulencia que abarcaban un rango de agresividad de moderado a 

elevado. En comparación con la cepa BCN150, la infección con BOS1FL1 y POL2FL7 dio lugar a 

mayores cargas parasitarias, títulos serológicos más elevados y, en función de los parámetros 

inmunológicos analizados, una menor capacidad de control de la infección.  

Cinco semanas después de la inoculación intravenosa, en todos los grupos, los promastigotes de 

L. infantum fueron capaces de visceralizar y establecer la infección. Los parásitos se encontraron 

en el hígado y el bazo de los ratones, pero con distintos niveles de diseminación dependiendo 

del grupo analizado. Los ratones infectados por los aislados POL2FL7 y BOS1FL1 presentaron un 

mayor número de parásitos en órgano que los del grupo BCN150, siendo las cargas parasitarias 

en el grupo BOS1FL1 prácticamente el doble de las observadas para la cepa BCN150 y superiores 

a las del aislado POL2FL7.  

En vista de los resultados obtenidos, decidimos investigar si esta gran capacidad metastásica de 

los aislados procedentes del brote se relacionaba con otros biomarcadores inmunológicos 

asociados con la progresión de la infección. La producción de anticuerpos específicos es un buen 

marcador del establecimiento de la infección y desarrollo de la enfermedad. La síntesis de 

anticuerpos IgG anti-SLA no constituye un mecanismo de defensa efectivo ante un patógeno 

intracelular, como L. infantum, pero su detección mediante técnicas de ELISA tiene un gran valor 

serodiagnóstico (Maalej et al., 2003; Lakhal et al., 2012). Su determinación permite el 

diagnóstico cualitativo de la infección y la cuantificación de la intensidad de diseminación del 

parásito en el hospedador. Los ratones infectados por POL2FL7 y BOS1FL1 mostraron títulos de 
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anticuerpos IgG anti-SLA entre 2 y 6 veces superiores a los hallados en el grupo BCN150 y, a su 

vez, los del grupo BOS1FL1 fueron 2,5 veces superiores a los del grupo POL2FL7, lo que se asoció 

con su mayor carga parasitaria.  

Leishmania es un parasito intracelular obligado y, por tanto, requiere de un microambiente en 

el interior de las células del hospedador que permita su mantenimiento y multiplicación. La L-

arginina es un aminoácido esencial cuyo metabolismo refleja la capacidad de control de la 

infección por parte del hospedador (Iniesta et al., 2001; Kropf et al., 2005). Cuando las células 

fagocíticas son activadas de forma adecuada, se induce la actividad enzimática de la iNOS que 

actúa sobre la L-arginina para producir moléculas con actividad leishmanicida como el NO. Por 

el contrario, cuando las células fagocíticas son activadas de forma inadecuada, se induce la 

acción de la enzima arginasa que, empleando el mismo sustrato, da lugar a la síntesis de 

poliaminas, compuestos que favorecen el crecimiento y supervivencia de los parásitos (Wanasen 

and Soong, 2008). En un estudio reciente se describió que la actividad arginasa podía servir como 

uno de los principales marcadores de gravedad de la enfermedad (Badirzadeh et al., 2017) y en 

otro estudio se le atribuyó un gran valor pronóstico en el progreso de la infección (Muxel et al., 

2017). Nuestros resultados mostraron un incremento de la actividad arginasa en los ratones 

infectados en comparación con el grupo control, especialmente en aquellos infectados por los 

aislados procedentes del brote. La elevada virulencia del aislado BOS1FL1, en términos de carga 

parasitaria y respuesta humoral, también se observó en su mayor inducción de esta actividad 

enzimática. 

La respuesta inmunitaria celular en los ratones tras su infección por los aislados POL2FL7 y 

BOS1FL1 (especialmente este último) se inclinó hacia un perfil fundamentalmente de tipo Th2. 

La producción de IFN-γ y TNF-α en los ratones infectados por los aislados procedentes del brote 

fue menor que la inducida por la cepa BCN150 y a la vez, en estos mismos grupos, se observó 

un incremento en la producción de IL-10, lo que se reflejó en sus ratios IFN-γ/IL-10 y TNF-α/IL-

10. La correlación positiva entre el control de la infección y una respuesta inmunitaria celular 

polarizada hacia un perfil de tipo Th1, ha sido ampliamente descrita en células de origen murino, 

canino y humano (Paul et al., 2012; Gradoni, 2015; Holowka and Bucala, 2020). Además, 

numerosos estudios han demostrado que la sobreproducción de IL-10, una citoquina inhibidora 

de la actividad fagocítica en las células del hospedador mamífero es uno de los principales 

factores que favorecen la supervivencia parasitaria (Nylen et al., 2007; Nylen and Sacks, 2007; 

Paul et al., 2014). Este predominio del perfil Th2 en la respuesta de los ratones infectados por 

los aislados procedentes del brote se asoció con la gran diseminación de los parásitos y la 

progresión de la enfermedad en los mismos.  

En el estudio histopatológico de los hígados de los ratones infectados se halló una mayor 

gravedad de la inflamación hepática tras la infección con los aislados POL2FL7 y BOS1FL1 en 

comparación con la cepa BCN150. Estos resultados se correlacionaron con la elevada carga 

parasitaria detectada y el alto título serológico anti-SLA encontrado en estos grupos. Una mayor 
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carga parasitaria da lugar a una mayor respuesta inflamatoria, pero esta respuesta no es siempre 

efectiva (Murray, 2001; McFarlane et al., 2011). Numerosos estudios en seres humanos y 

modelos animales han demostrado que la capacidad de resolución de la infección por 

L. infantum está ligada con la formación de granulomas y su grado de maduración (Stager et al., 

2003; Nieto et al., 2011; Dominguez-Bernal et al., 2015). En el grupo de ratones infectados por 

el aislado BOS1FL1, el porcentaje de granulomas inmaduros fue 2 veces superior al de 

granulomas maduros y estériles. Estos resultados se correspondían con una respuesta 

inflamatoria desencadenada en este grupo menos efectiva, relacionada con su elevada 

respuesta humoral anti-SLA. El grupo de ratones infectados por el aislado POL2FL7 desarrolló 

una hepatitis inflamatoria ligeramente más grave que la del grupo BCN150, lo que se asoció con 

su mayor carga parasitaria. Sin embargo, el porcentaje de formación de granulomas crónicos o 

estériles en este grupo fue superior, lo que no se tradujo en una mayor capacidad para contener 

la infección, pudiendo estar implicados otros factores en la virulencia del aislado.  

En conjunto, los resultados obtenidos en este objetivo ponen de manifiesto el incremento en el 

perfil de virulencia exhibido por los aislados BOS1FL1 y POL2FL7, y suponen una primera 

aproximación al estudio de los mecanismos implicados. Las razones que explican la gran 

afectación de pacientes inmunocompetentes en el brote de leishmaniosis de la Comunidad de 

Madrid aún no se han aclarado en su totalidad. No obstante, estos resultados constituyen un 

paso más en el conocimiento y abren puertas hacia futuras investigaciones al respecto. 

  

 



 

  

  



 

 

Objetivo 2: Analizar el perfil de virulencia ex vivo y el tropismo diferencial del aislado de 

L. infantum BOS1FL1, en comparación con la cepa BCN150, tras la infección de células 

primarias de origen canino. 
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OBJETIVO 2 

1. Contexto científico  

En la leishmaniosis se produce un desequilibrio entre la respuesta inmunitaria del hospedador y 

la capacidad de Leishmania para modularla que condiciona el establecimiento y progreso de la 

enfermedad. Inmediatamente después de la infección se activa la maquinaria defensiva del 

hospedador dando lugar a la producción de compuestos como NO y ROS (Carneiro et al., 2016). 

Si bien, la producción de NO depende de la activación previa de las células, la producción de 

ROS, fundamentalmente por parte de los monocitos, es un mecanismo innato que resulta crítico 

en la adquisición de resistencia frente a la infección (Scott and Novais, 2016). Sin embargo, que 

se logre o no el control de la parasitosis depende de muchos factores, entre ellos la naturaleza 

genética del hospedador (Chapman and Hill, 2012) o el genotipo de Leishmania implicado 

(Guerbouj et al., 2001). De hecho, existen estudios previos que han demostrado que en la 

especie murina el principal mecanismo de control de las células fagocíticas es la producción de 

NO, mientras que en la especie humana este papel recae en mayor medida en la producción de 

ROS (Novais et al., 2014).  

En España la CanL causada por L. infantum es una enfermedad parasitaria endémica y la 

leishmaniosis humana se considera hipoendémica, si bien ha experimentado un importante 

aumento de su incidencia en los últimos años a consecuencia del brote de la Comunidad de 

Madrid (Arce et al., 2013). A pesar de que los cánidos son el principal reservorio de leishmaniosis 

en la cuenca mediterránea, en este brote no han tenido un papel relevante en la transmisión, 

siendo los lagomorfos los que han actuado como reservorios alternativos (Molina et al., 2012). 

Prueba de ello, son los resultados mostrados en los estudios epidemiológicos desarrollados en 

la zona, que no revelaron un aumento significativo de la prevalencia de la CanL (Miro et al., 

2017).  

Los resultados obtenidos tanto ex vivo como in vivo en el modelo murino revelaron una mayor 

virulencia de los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7, procedentes del brote, en términos 

de capacidad de infección y habilidad para comprometer la integridad de la respuesta defensiva 

de los hospedadores. Sin embargo, ante la ausencia de un recrudecimiento de la enfermedad 

en los cánidos, nos planteamos la hipótesis de que existiese un tropismo diferencial de estos 

aislados que hubiese favorecido su adaptación a otros reservorios. Por ello, decidimos comparar 

el comportamiento del aislado BOS1FL1 y la cepa BCN150 en su interacción con células primarias 

de origen canino, concretamente en Mon y Mø derivados de sangre periférica de perro.  
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2. Resultados  

2.1.  Caracterización in vitro de L. infantum BOS1FL1 y BCN150 

En primer lugar, se estudió la cinética de crecimiento y metaciclogénesis de L. infantum BOS1FL1 

y BCN150 para descartar que cualquier diferencia que obtuviéramos en los análisis posteriores 

pudiera estar relacionada con un diferente desarrollo de los parásitos in vitro. Los promastigotes 

se cultivaron a 26°C durante 20 días, llevándose a cabo un recuento diario de las formas viables 

de cada aislado/cepa en la cámara de Neubauer mejorada. No se hallaron diferencias 

significativas en el número de promastigotes en cada recuento, ambos parásitos presentaron 

una velocidad de crecimiento similar y alcanzaron la fase estacionaria entre los días cinco y ocho 

de cultivo (Figura 12A). Mediante la observación microscópica de su morfología se estudió su 

metaciclogénesis in vitro. Los resultados no revelaron diferencias significativas en el número de 

promastigotes metacíclicos entre BCN150 y BOS1FL1 en ninguna de las fases del ciclo (Figura 

12B).  

 

Figura 12. Cinética de crecimiento (A) y metaciclogénesis (B) de los parásitos in vitro. Los promastigotes 
de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 se cultivaron durante 20 días, llevándose a cabo recuentos diarios de 
las formas viables en la cámara de Neubauer mejorada. Los parásitos se consideraron metacíclicos cuando 
presentaron una relación entre la longitud de su flagelo y su cuerpo celular >2. Los resultados obtenidos 
se representan como la media ± SEM de tres experimentos independientes. El análisis estadístico de los 
datos obtenidos se realizó con la prueba paramétrica t de Student. (*P < 0,05; **P < 0,01) 

Además, se evaluó la viabilidad de los promastigotes tras exponerlos a concentraciones 

crecientes de H2O2 para determinar su susceptibilidad al efecto leishmanicida ejercido por ROS. 

Los resultados mostraron una reducción del porcentaje de viabilidad de ambos parásitos 

correlacionado con la concentración H2O2. La cepa BCN150 presentó una mayor resistencia que 

el aislado BOS1FL1 (Figura 13), diferencia que se hizo estadísticamente significativa a una 

concentración de 4 mM (p < 0,01). 
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Figura 13. Viabilidad de los promastigotes en condiciones de estrés oxidativo. Los promastigotes de 
L. infantum BCN150 y BOS1FL1 se expusieron a concentraciones crecientes de H2O2 y su viabilidad se 
determinó mediante un ensayo MTT. El gráfico muestra los resultados obtenidos (media ± SEM) en un 
experimento representativo de un total de 4 experimentos independientes realizados. El análisis 
estadístico de los datos se realizó con la prueba paramétrica t de Student. (*P < 0,05; **P < 0,01) 

2.2.  Diferencias en la interacción de L. infantum con Mon y Mø caninos en función 

del aislado o cepa 

El estudio del comportamiento de L. infantum en su interacción con células caninas, se realizó 

aislando Mon y Mø a partir de sangre periférica de perros donantes, que se caracterizaron por 

citometría de flujo. Los Mon se definieron como una población celular CD14+ MHC-II+, CD40+/- y 

CD86-. Una vez diferenciados, los Mø se caracterizaron en función de los mismos marcadores de 

superficie como una población CD14+/- MHC-II +/-, CD40+ y CD86- y se infectaron con 

promastigotes de ambos tipos parasitarios. El progreso de la infección se evaluó a lo largo de 

72h. BCN150 presentó un mayor índice de infección celular en comparación con BOS1FL1 tanto 

a las 24h (279 ± 18 vs 73 ± 7, p < 0,0001) como a las 72h PI (176 ± 17 vs 53 ± 3, p = 0,0002). Estas 

diferencias se correspondieron con un mayor porcentaje e intensidad de infección en ambos 

tiempos (Figura 14A, B). 

Los resultados fueron similares tras la infección de los Mon con ambos parásitos. El índice de 

infección celular de BCN150 resultó superior al de BOS1FL1 tanto a las 24h (200 ± 28 vs 86 ± 6; 

p = 0,0002) como a las 72h PI (435 ± 16 vs 142 ± 14; p <0,0001). De acuerdo con estos resultados, 

BOS1FL1 mostró una menor capacidad de infección en términos de porcentaje e intensidad en 

ambos puntos temporales (Figura 14A, B). 
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Figura 14. Capacidad de infección de BCN150 y BOS1FL1 en Mon y Mø caninos. Las células fueron 
infectadas con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio de 5:1 parásitos-células. El 
porcentaje (A) y la intensidad (B) de infección se evaluaron a las 24 y 72h PI mediante el recuento de las 
células por microscopía óptica. El gráfico representa los resultados obtenidos (media ± SEM) en un 
experimento representativo de un total de 4 experimentos independientes realizados. El análisis 
estadístico de los datos se realizó con la prueba paramétrica ANOVA de una vía seguida por el test de 
Tukey de comparación múltiple (*P < 0,05; **P < 0,01). 

2.3.  Evaluación de la respuesta oxidativa desarrollada tras la infección con 

L. infantum 

La producción de compuestos con actividad leishmanicida (NO y ROS) es uno de los principales 

mecanismos de protección de las células fagocíticas frente a L. infantum. Por ello, decidimos 

investigar si existían diferencias en la inducción de estos compuestos tras la infección de las 

células caninas con BCN150 y BOS1FL1. La producción de NO, en los cocultivos de linfocitos 

autólogos con Mon y Mø infectados, se determinó de forma indirecta a través de la 

concentración de nitritos. No se alcanzaron los límites de detección de la técnica, en ninguno de 

los tipos celulares, ni tras la infección con L. infantum ni en el grupo control de células no 

infectadas.  

La producción de ROS se determinó por citometría de flujo. Como control positivo se utilizaron 

células tratadas con PMA, un inductor específico de estos compuestos. La mayor producción de 

ROS se obtuvo en los Mon a la 24h de infección con la cepa BCN150 (295,2 ± 7,2), superando, 

incluso, los valores obtenidos en el control positivo. En los Mø la producción de ROS en las 

células infectadas fue mayor que en el grupo control de células no infectadas, pero, a diferencia 

de lo observado en los Mon, no se superaron los niveles inducidos por el PMA (Figura 15). 
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Figura 15. Determinación de la producción de ROS en los Mon y Mø caninos infectados por BCN150 y 
BOS1FL1. Las células se infectaron con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1 
parásitos-células. Transcurridas 24 y 72h PI, las células se incubaron con DHE (10 µM) durante 30 minutos 
a 37°C 5% CO2. Como control positivo se utilizó PMA (1 µg/ml). La intensidad media de fluorescencia (MFI) 
del DHE se determinó por citometría de flujo. Los resultados mostrados en el gráfico se corresponden con 
un experimento representativo de un total de tres experimentos independientes. El análisis estadístico 
de los datos se realizó con la prueba paramétrica ANOVA de una vía seguida por el test de Tukey de 
comparación múltiple. (*P < 0,05; **P < 0,01). 

Posteriormente se analizó el efecto de ROS sobre la infectividad de ambos parásitos. Para ello, 

las células fueron incubadas con el inductor PMA (1µg/ml) durante 30 min y posteriormente se 

llevó a cabo la infección. En los Mon, a las 24 y 72h PI, en las células tratadas con PMA se observó 

una reducción significativa del porcentaje, la intensidad (Figura 16A, B) y el índice de infección 

(Tabla 6). Esta reducción en la infectividad de los parásitos fue más pronunciada en el caso de 

la cepa BCN150, lo que indicaba una mayor susceptibilidad de la misma a ROS (Tabla 6). En los 

Mø caninos el porcentaje de infección se redujo significativamente sólo a las 24h PI y la 

intensidad no disminuyó e incluso se incrementó a las 72h PI en el caso del aislado BOS1FL1 

(Figura 16A, B). 

Tabla 6. Efecto de la inducción de ROS sobre el índice de infección de BCN150 y BOS1FL1 en monocitos 

y macrófagos caninos.  

 

 

 

Las células fueron tratadas con PMA (1 µg/ml) durante 30 min e infectadas con L. infantum BCN150 y BOS1FL1 

en una ratio 5:1 parásitos-células. El análisis estadístico de los datos se realizó con la prueba paramétrica 

ANOVA de una vía seguida por el test de Tukey de comparación múltiple (*P < 0,05; **P < 0,01). 

 

Monocitos Macrófagos 

BCN150 BOS1FL1 BCN150 BOS1FL1 

NT PMA NT PMA NT PMA NT PMA 

24 h PI 286 ± 15 18 ± 2** 152 ± 13 26 ± 1** 449 ± 3 328 ± 10 332 ± 11 288 ± 17 

72h PI 298 ± 34 42 ± 4** 161 ± 12 37 ± 9** 414 ± 4 432 ± 38 330 ± 20 500 ± 30** 
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Figura 16. Efecto de ROS sobre la capacidad de infección de L. infantum BCN150 y BOS1FL1. Las células 
fueron tratadas con PMA (1 µg/ml) e incubadas durante 30 min. Transcurrido este tiempo se infectaron 
con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5: 1 parásitos-células. El porcentaje (A) 
y la intensidad (B) de infección se evaluaron a las 24 y 72h PI mediante el recuento de las células por 
microscopía óptica. El gráfico representa los resultados obtenidos (media ± SEM) en un experimento 
representativo de un total de 4 experimentos independientes realizados. El análisis estadístico de los 
datos se realizó con la prueba paramétrica ANOVA de una vía seguida por el test de Tukey de comparación 
múltiple. Los asteriscos (*) indican las diferencias entre las células tratadas y no tratadas con PMA (*P < 
0,05; **P < 0,01). 

2.4. Análisis de la actividad de las enzimas arginasa e iNOS  

Los niveles de actividad de la enzima arginasa se analizaron en los cocultivos de Mon o Mø 

caninos con linfocitos autólogos de los donantes. Para ello, los Mon o Mø fueron infectados con 

promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 y posteriormente se añadieron los linfocitos. 

La determinación de la actividad arginasa se llevó a cabo a las 72h PI. Al igual que en los 

resultados obtenidos en la producción de NO, los niveles de actividad de esta enzima no 

superaron en ningún caso los límites de detección de la técnica empleada. 

Con el objetivo de descartar que los resultados negativos obtenidos se debieran a la falta de 

sensibilidad de los métodos empleados, se analizó la expresión del mRNA de las enzimas 

arginasa e iNOS mediante qRT-PCR. Los niveles de expresión de la enzima iNOS no resultaron 

significativos y aunque la enzima arginasa sí se expresó ligeramente, no se observaron 

diferencias entre las células infectadas con cualquiera de los parásitos y el control de células no 

infectadas  

2.5.  Cuantificación de la expresión diferencial de citoquinas inflamatorias y TLRs 

tras la infección con BCN150 y BOS1FL1 

Los niveles de expresión de los genes que codificaban las citoquinas proinflamatorias IL-1β 

(IL1B), IL-6 (IL6), IL12p40 (IL12B), IL-18 (IL18) y TNF-α (TNF), y la citoquina antinflamatoria IL-10 

(IL10), se estudiaron en los Mon y Mø caninos mediante qRT-PCR. Las células se infectaron con 

promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 y la expresión de los genes de interés se 
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cuantificó a las 72h PI. Los resultados revelaron un aumento de la expresión de IL1B y TNF en los 

Mon infectados con respecto al grupo control de células no infectadas. Entre ambos parásitos, 

estos niveles de expresión fueron superiores en el caso de la cepa BCN150, sin embargo, la 

diferencia con BOS1FL1 no resultó estadísticamente significativa (Figura 17A, B). El resto de las 

citoquinas proinflamatorias solo se expresaron ligeramente en respuesta a la infección, sin que 

se observasen diferencias importantes. En los Mon, la cepa BCN150 dio lugar a una expresión 

significativamente mayor del gen IL10 que el aislado BOS1FL1 (Figura 17C).  

Además, se analizó la expresión de los genes que codificaban los receptores TLR-2 (TLR2) y TLR-

4 (TLR4), observándose un incremento de la misma tras la infección de los Mon que fue mayor 

en el caso de la cepa BCN150, aunque la diferencia con BOS1FL1 no resultó estadísticamente 

significativa (Figura 17D). En los Mø, no se hallaron diferencias en los niveles de expresión de 

las citoquinas ni los receptores TLR. 

 

Figura 17. Análisis de la expresión de IL-1β (IL1B), IL-10 (IL10), TNF-α (TNF), TLR2 (TLR2) y TLR4 (TLR4). 
Se cuantificaron los niveles de expresión relativa (Fold change) de IL1B (A), TNF (B), IL10 (C) y TLR2 y TLR4 
(D) en los Mon y Mø caninos a las 72h PI. Las células fueron infectadas con promastigotes de L. infantum 
BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1 parásitos-células. El gráfico muestra los resultados obtenidos (media 
± SEM) en 4 experimentos independientes. El análisis estadístico de los datos se realizó con la prueba 
paramétrica ANOVA de una vía seguida por el test de Tukey de comparación múltiple (*P < 0,05; **P < 
0,01). 
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2.6. Predominio de un perfil Th2 de susceptibilidad en las células caninas infectadas 

con L. infantum BCN150  

Finalmente, se analizó la producción de citoquinas de los Mon y Mø, al ponerlos, una vez 

infectados, en cocultivo con linfocitos autólogos de los perros donantes. La infección con 

L. infantum dio lugar a un aumento significativo de la producción de citoquinas tanto 

proinflamatorias (TNF-α e IFN-γ) como antinflamatorias (IL-10) (Figura 18). La cepa BCN150 

indujo una producción significativamente mayor de IL-10 (264 ± 31 vs 165 ± 24 pg/mL, p = 

0,0002) y menor de IFN-γ (196 ± 3 vs 261 ± 26 pg/mL, p = 0,0151) que el aislado BOS1FL1 en 

ambos tipos celulares. No se hallaron diferencias en la producción de TNF-α en función del 

aislado o cepa (Figura 18). Estos resultados indicaron un desequilibrio en la producción de 

citoquinas tras la infección con BCN150 hacia un perfil de susceptibilidad de tipo Th2.  

 

Figura 18. Producción de IFN-γ, TNF-α e IL-10 en el cocultivo de Mon (A) y Mø (B) caninos con linfocitos 
autólogos. La concentración de las citoquinas se analizó en el sobrenadante de los cocultivos celulares 
infectados por L. infantum BCN150 y BOS1FL1. El gráfico representa los resultados obtenidos (media ± 
SEM) en tres experimentos independientes. El análisis estadístico de los datos se realizó con la prueba 
paramétrica ANOVA de dos vías seguida por el test de Tukey de comparación múltiple (*P < 0,05; **P < 
0,01). 

3. Discusión 

Los cambios en la virulencia de L. infantum se reflejan en su capacidad de evadir la respuesta 

inmunitaria innata y adaptativa del hospedador, facilitando su adaptación a nuevas especies y 

la dispersión de la enfermedad (Gupta et al., 2013). En este contexto, en el grupo de 

investigación INMIVET nos planteamos la posibilidad de que existiese un cambio en el tropismo 

de los aislados de Leishmania responsables del brote de leishmaniosis de la Comunidad de 

Madrid, que hubiese permitido su adaptación a nuevos reservorios como liebres y conejos, 

mostrando una menor virulencia en los cánidos (Miro et al., 2017; Horrillo et al., 2019). Por ello, 

se decidió comparar el comportamiento del aislado BOS1FL1 en su interacción con células de 

origen canino con la cepa de referencia BCN150. 
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La caracterización fenotípica de los promastigotes in vitro se llevó a cabo para descartar que 

cualquier diferencia hallada en la interacción con las células caninas pudiera estar asociada con 

cambios en su cinética de crecimiento y metaciclogénesis. Los resultados obtenidos no revelaron 

diferencias en la velocidad de crecimiento o el desarrollo de formas metacíclicas entre BCN150 

y BOS1FL1. Sin embargo, al comparar su porcentaje e intensidad de infección en los Mon y Mø 

caninos, el aislado BOS1FL1, que había mostrado una mayor virulencia en la especie murina 

(Dominguez-Bernal et al., 2014), presentó una menor capacidad de infección que la cepa 

BCN150.  

Para intentar entender las razones de este cambio en el comportamiento intracelular de 

BOS1FL1 y BCN150 en función de la especie de origen de las células infectadas, investigamos su 

capacidad para modular la respuesta defensiva de las células. Se analizaron los niveles de 

actividad de la enzima arginasa y la producción de NO a las 72h PI. Ambos parámetros se 

encontraron por debajo de los límites de detección de la técnica empleada para su 

determinación, con independencia del aislado o cepa. Para corroborar estos resultados, se 

evaluaron los niveles de expresión del mRNA de las enzimas iNOS y arginasa mediante qRT-PCR. 

Coincidiendo con otros estudios (Singh et al., 2018), esta expresión resultó insignificante en 

ambos casos tanto en las células infectadas como en el grupo control de células no infectadas. 

En la especie murina se establece una relación directa entre la actividad del NO y la eliminación 

de los parásitos (Mauel et al., 1991), sin embargo, estudios previos han demostrado que en otras 

especies, como la humana, el NO no tiene un papel significativo en la defensa de los Mon y Mø 

frente a Leishmania (Gantt et al., 2001; Almeida et al., 2017), aunque, si se observa un efecto de 

otros compuestos como ROS (Novais et al., 2014). En los cánidos la información es mucho más 

limitada y el papel que ejerce el NO, es controvertido. Mientras algunos autores defienden que 

las células caninas también utilizan este compuesto como estrategia leishmanicida (Petitdidier 

et al., 2016; Almeida et al., 2017), otros, en concordancia con los resultados obtenidos en esta 

tesis doctoral, no han hallado una producción significativa del mismo al infectar Mon y Mø 

caninos con L. infantum (Turchetti et al., 2015; Montserrat-Sangra et al., 2018; Martinez-Rodrigo 

et al., 2019).  

La elevada producción de ROS observada en las células caninas infectadas con BCN150 y 

BOS1FL1, apunta a un predominio de estos compuestos en la respuesta oxidativa defensiva de 

los cánidos frente a la leishmaniosis. La susceptibilidad de Leishmania frente a ROS ha sido 

previamente estudiada (Cortes et al., 2019), hallándose diferencias entre híbridos naturales de 

L. infantum y L. major (Cortes et al., 2019). Los resultados obtenidos en el análisis de la viabilidad 

de BCN150 y BOSFL1 tras su exposición a H2O2, uno de los componentes englobados entre las 

especies reactivas de oxígeno, revelaron una mayor resiliencia in vitro de BOS1FL1 a diferentes 

concentraciones de este compuesto. Esto podría concederle una ventaja potencial a este aislado 

al enfrentarse a la maquinaria defensiva del hospedador, especialmente en aquellas células en 

las que la producción de radicales oxidativos es mayor. Además, al inducir la producción de ROS 
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en las células caninas mediante su tratamiento con PMA, se observó una clara reducción en el 

porcentaje y la intensidad de infección de ambos parásitos, menos intensa en el caso del aislado 

BOS1FL1, lo que probablemente se deba a su mayor capacidad de resistencia. No obstante, esta 

diferencia no se correspondió con una mayor infectividad en las células caninas, por lo que 

parecían existir otros factores implicados en el diferente comportamiento intracelular de ambos 

parásitos.  

En vista de los resultados obtenidos en la evaluación de la respuesta oxidativa, decidimos 

investigar si la infección con BCN150 y BOS1FL1 desencadenaba una diferente modulación de la 

producción de citoquinas en las células. Para ello, se analizó la expresión de citoquinas 

proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18 y TNF-α) y antinflamatorias (IL-10) en los Mon y Mø 

infectados. La infección por BCN150 y BOS1FL1 no indujo una expresión significativa de IL-6, IL-

12 o IL-18. La concentración de IL-12 ya había sido analizada en otros estudios a partir del 

sobrenadante de Mø humanos infectados con L. major, sin que se encontrase una producción 

significativa de la misma (Brodskyn et al., 2000). Resultados semejantes se obtuvieron en otro 

estudio en el que se infectaron monocitos humanos con aislados de L. infantum viscerotrópicos 

y dermotrópicos y con aislados de L. major con diferente perfil de virulencia (Meddeb-Garnaoui 

et al., 2009). Estos resultados, en conjunto con nuestros datos, sugerían que la virulencia de 

Leishmania parecía no influir en la expresión de esta citoquina en las células caninas. Por el 

contrario, sí observamos un aumento de la expresión de IL-1β, TNF-α e IL-10 en los Mon caninos 

tras la infección por L. infantum. La IL-1β actúa incrementando la respuesta inflamatoria al 

favorecer la expresión de TNF-α y ambas citoquinas pueden jugar un papel dual en la respuesta 

frente a la leishmaniosis, promoviendo su progreso o su control (Scott and Novais, 2016). Son 

muy pocos los estudios que se han realizado para investigar el papel de la IL-1β en pacientes 

humanos infectados por Leishmania, pero los resultados disponibles indican que puede 

contribuir al progreso de la enfermedad (Santos et al., 2018). En los cánidos se ha descrito una 

mayor producción de IL-1β en el riñón de los animales tras su infección por L. infantum, asociada 

con la respuesta inflamatoria y la activación a nivel glomerular de complejos multimoleculares 

denominados inflamosomas. Esto, a su vez, se relaciona con una mayor gravedad de la 

enfermedad renal, que es uno de los procesos patogénicos más relevantes en la CanL (Esch et 

al., 2015). Aunque algunos estudios han sugerido que la producción IL-10 no se relaciona con la 

susceptibilidad de los cánidos frente a Leishmania (Solano-Gallego et al., 2016), muchos otros 

(Almeida et al., 2017; Medina-Colorado et al., 2017; Martinez-Rodrigo et al., 2019; Reza et al., 

2019), si defienden esta asociación. Nuestros resultados, en línea con estos estudios, revelaron 

un incremento de la expresión de IL-1β e IL-10 en las células infectadas que, además, fue 

superior en la cepa BCN150, si bien la diferencia con BOS1FL1 sólo resultó estadísticamente 

significativa en el caso de la IL-10. Estas diferencias podrían explicar, en parte, la menor 

capacidad de infección del aislado BOS1FL1 observada en los monocitos y estar relacionadas con 

una menor virulencia en la especie canina. En el caso de los Mø no se hallaron diferencias 

significativas en la expresión de citoquinas ni proinflamatorias ni antinflamatorias en respuesta 
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a la infección que permitiesen explicar la diferente infectividad de los parásitos. Sin embargo, 

cuando se analizó la respuesta adaptativa desencadenada ante la infección, mediante el 

cocultivo de los Mon y Mø con linfocitos autólogos de los perros donantes, sí se halló una mayor 

producción de IL-10 y una menor producción de IFN-γ en las células infectadas con la cepa 

BCN150 en comparación con el aislado BOS1FL1, tanto en los Mon como en los Mø. Este 

desequilibrio en el ambiente de citoquinas generado por la cepa BCN150 apuntaba a un mayor 

perfil de diferenciación de linfocitos Th2, lo que está ampliamente descrito que conlleva a la 

mayor susceptibilidad frente a la infección (Gradoni, 2015).  

La expresión de receptores TLR en la superficie de las células inmunitarias innatas es clave en el 

reconocimiento de patógenos como Leishmania (Faria et al., 2012). A pesar de que gran parte 

de los estudios describen su papel defensivo, en la actualidad existen evidencias de que estos 

receptores, también, pueden actuar facilitando el progreso de la enfermedad (Faria et al., 2012). 

Nuestros resultados mostraron un incremento en la expresión de los receptores TLR2 y TLR4 en 

los Mon caninos infectados en comparación con el grupo control de células no infectadas. 

Existen estudios que han demostrado un aumento de la expresión de estos receptores en 

pacientes que presentan cuadros de VL no tratados, atribuyéndoles un importante papel en la 

patogenia de la enfermedad al favorecer la producción de TNF-α, IL-10 y TGF-β (Gatto et al., 

2015). La función que desempeñan en la CanL no se ha estudiado en detalle (Hosein et al., 2017), 

sin embargo, diferentes autores han hallado un aumento de la expresión de TLR2, en distintos 

tejidos y órganos de cánidos naturalmente infectados con L. infantum (Melo et al., 2014; Esteve 

et al., 2015; Montserrat-Sangra et al., 2016). Por el contrario, la expresión de TLR4 no se ha 

relacionado con el progreso de la infección e incluso se ha visto disminuida en el bazo y 

linfonódulo de los animales infectados (Hosein et al., 2015). La mayor expresión de TLR2 y TLR4 

observada en los Mon caninos infectados con BCN150 con respecto a BOS1FL1, si bien no resultó 

estadísticamente significativa, podría estar relacionada con su mayor producción de IL-10, lo 

que podría favorecer la mayor infectividad observada en esta cepa. Además, algunos estudios 

atribuyen a los TLR un importante papel en la producción de ROS ante la infección por 

Leishmania (Srivastava et al., 2012). El incremento en la expresión de estos receptores, 

observado en los Mon caninos, podría haber contribuido, por tanto, a la gran producción de ROS 

observada en los mismos, especialmente en las células infectadas con la cepa BCN150.  

La mayor resistencia del aislado BOS1FL1 al efecto de ROS in vitro, no se reflejó en un incremento 

de su capacidad de infección en las células caninas, resultando incluso inferior a la de la cepa 

BCN150. Los resultados obtenidos en el análisis del perfil de citoquinas, la expresión de TLR y el 

desarrollo de la respuesta oxidativa en las células caninas, no fueron suficientes para explicar el 

diferente comportamiento mostrado por BOS1FL1 en los cánidos. Los factores implicados en el 

perfil de virulencia de los diferentes aislados y cepas de L. infantum aún están escasamente 

definidos, pero su estudio se hace indispensable para explicar los cambios observados en 

términos de patología y epidemiología en el brote de leishmaniosis de la Comunidad de Madrid. 



 

  

  



 

 

Objetivo 3: Estudiar el perfil transcriptómico desarrollado en la interacción parásito-

célula hospedadora, empleando el aislado de L. infantum BOS1FL1 en comparación con 

la cepa BCN150, y la línea celular DH82 de macrófagos caninos. 
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OBJETIVO 3 

1 Contexto científico 

En la leishmaniosis, la naturaleza de la interacción entre Leishmania y las células del sistema 

inmunitario del hospedador resulta determinante para el establecimiento, desarrollo y posterior 

evolución de la enfermedad (Meddeb-Garnaoui et al., 2009). Los macrófagos son las células 

diana por excelencia del protozoo, pero también actúan como células presentadoras de 

antígeno para los linfocitos activando la respuesta defensiva del hospedador, por lo que juegan 

un papel fundamental en el control o el progreso de la infección (Tomiotto-Pellissier et al., 2018). 

Por su parte, Leishmania cuenta con sus propios mecanismos para modular y evadir esta 

respuesta, adaptándose al ambiente generado en el interior de los macrófagos y utilizando su 

propia maquinara para sobrevivir y multiplicarse (Podinovskaia and Descoteaux, 2015).  

En los últimos años, el desarrollo de las técnicas de secuenciación masiva del RNA (RNA-seq) ha 

supuesto un importante avance en el estudio de la interacción entre Leishmania y sus diferentes 

hospedadores (Patino and Ramirez, 2017). Mediante su uso, se han podido identificar cambios 

en el perfil transcripcional tanto de los patógenos como de las células infectadas de manera 

simultánea (Westermann et al., 2012). Esto ha contribuido en gran medida al conocimiento de 

los mecanismos involucrados en la virulencia de los parásitos (Shadab et al., 2019) y su capacidad 

de evasión de la respuesta inmunitaria (Dillon et al., 2015; Fernandes et al., 2016). 

Los resultados obtenidos en los objetivos 1 y 2 revelaron importantes diferencias en el 

comportamiento del aislado de L. infantum BOS1FL1, procedente del brote de la Comunidad de 

Madrid, en comparación con la cepa de referencia BCN150, en función de la especie 

hospedadora infectada. Este aislado, exhibió una mayor virulencia en el modelo murino 

experimental de VL que, sin embargo, no se tradujo en una mayor capacidad de infección con 

respecto a BCN150 en el caso de los Mon y Mø primarios caninos. No obstante, al evaluar la 

respuesta inmunitaria generada en estas células, especialmente en los Mø, no se hallaron 

diferencias significativas en la producción de citoquinas y compuestos leishmanicidas, como 

ROS, que justificasen los diferentes índices de infección observados. 

En este contexto, decidimos llevar a cabo un ensayo de RNA-seq infectando la línea celular DH82 

de macrófagos tumorales caninos con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1, con el 

objetivo de identificar no solo posibles cambios de la expresión génica de las células y de los 

parásitos sino, también de obtener una visión holística que ayudara a explicar las diferencias en 

su comportamiento. 
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2. Resultados 

El estudio transcriptómico de la interacción de L. infantum con las células caninas se llevó a cabo 

empleando la línea celular de macrófagos tumorales DH82, con el objetivo de mejorar la 

reproductibilidad del ensayo y disminuir la posible variabilidad individual derivada de emplear 

células primarias de distintos perros donantes.  

2.1. Evaluación de la infectividad de L. infantum BCN150 y BOS1FL1  

En primer lugar, estudiamos si el comportamiento observado durante el objetivo 2 en los Mø 

primarios caninos se reproducía en la línea celular DH82, analizando la capacidad de infección 

de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en estas células. La infección se llevó a cabo in vitro con 

promastigotes estacionarios en una ratio 5:1 parásitos-células. El porcentaje, la intensidad y el 

índice de infección se determinaron a las 4, 24 y 72h PI tal y como se describe en el apartado 

3.5. El porcentaje de infección (Figura 19A), y el número de amastigotes por célula infectada 

(Figura 19B) resultaron superiores en la cepa BCN150 en comparación con el aislado BOS1FL1, 

si bien la diferencia en la intensidad a las 72h no resultó significativa. 

 

Figura 19. Infectividad de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en células DH82. El porcentaje (A) y la 
intensidad de infección (B) fueron determinados por microscopia óptica. Las células DH82 se infectaron 
con promastigotes estacionarios en una ratio 5:1 parásitos-células. El gráfico muestra los resultados 
obtenidos (media ± SEM) en un experimento representativo de un total de 4 experimentos 
independientes realizados. El análisis estadístico de los datos se realizó mediante la prueba paramétrica t 
de Student. Los asteriscos (*) indican el nivel de significación (*P < 0,05, **P < 0,01). 

En función de ambos parámetros se calculó el índice de infección que, en concordancia con los 

resultados obtenidos en los Mø caninos primarios, fue significativamente menor en las células 

infectadas con el aislado BOS1FL1 en todos los tiempos (Tabla 7).  
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Tabla 7. Índice de infección de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en células DH82 

 

 

 

 

 

Las células DH82 se infectaron con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1 
parásitos-células. El análisis estadístico de los datos se realizó con la prueba t de Student (*P < 0,05; **P 
< 0,01). 

2.2. Modulación de la expresión génica de las células DH82 tras su infección por 

L.  infantum 

2.2.1. Secuenciación, control de calidad y mapeo frente al genoma del perro 

El perfil transcripcional de las células DH28 se estudió tras su infección temprana (4h PI) 

mediante la técnica de RNA-seq. Se analizaron tres condiciones: células infectadas por el aislado 

BOS1FL1 (BOS), células infectadas por la cepa BCN150 (BCN) y un control de células no 

infectadas (NI). De cada una de las condiciones se obtuvieron tres réplicas independientes. La 

secuenciación del RNA dio lugar a un total aproximado de 770 millones de lecturas en las 9 

muestras, con entre 80 y 90 millones en cada una de ellas. El porcentaje de mapeo obtenido con 

el genoma de referencia del perro (Canis lupus familiaris version CanFam 3.1) fue, de media, de 

un 79% en las células infectadas y un 96% en las células control (Tabla S1). 

La calidad de las lecturas se evaluó en función de los índices Q20/Q30 y el contenido de GC 

(Tabla S2). Todos los análisis realizados con posterioridad se llevaron a cabo teniendo en cuenta, 

únicamente, las lecturas de alta calidad. La correlación entre las muestras se estudió mediante 

un análisis PCA y la determinación del coeficiente de correlación R2. Los resultados confirmaron 

la validez de todas las réplicas y revelaron una mayor agrupación entre las muestras infectadas 

con L. infantum. El valor de R2, fue muy elevado al comparar todas las condiciones, lo que 

indicaba una escasa variabilidad entre ellas.  

2.2.2. Diferencias en la expresión génica de las células DH82  

Los cambios en el perfil transcriptómico de las células DH82 en las distintas condiciones (NI, BCN 

y BOS), se estudiaron mediante la cuantificación del número de genes diferencialmente 

expresados (DEG) y la determinación de su Tasa de variación o “Fold change “(FC), que se calculó 

como la relación entre los niveles de expresión de los DEG al comparar dos condiciones. Se 

consideraron DEG aquellos genes que presentaron un valor FDR (tasa de descubrimientos falsos) 

Índice de infección 
DH82 

BCN150 BOS1FL1 

4h PI 281 ± 6** 217 ± 14 

24h PI 187 ± 9** 81 ± 12 

72h PI 83 ± 9* 51 ± 4 
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inferior a 0,05. Al calcular el logaritmo en base 2 del FC (Log2FC) de cada uno de los DEG, los 

genes que presentaron un valor positivo fueron considerados sobrexpresados y los genes con 

un valor negativo infraexpresados. 

 

Figura 20. Expresión diferencial de genes en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 y 
BOS1FL1. Las células se infectaron con promastigotes de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 en una ratio 5:1 
parásitos-células. El número de DEG se calculó al comparar las células infectadas con el grupo control de 
células no infectadas, teniendo en cuenta aquellos genes con un valor FDR < 0,05. El número de DEG 
sobrexpresados se representa en los valores positivos. El número de DEG infraexpresados se representa 
en los valores negativos. 

La infección de las células con la cepa BCN150 con respecto al grupo control de células no 

infectadas (BCN-NI), indujo un total de 191 DEGs, 116 sobrexpresados (Log2FC entre 0,19 y 1,39)   

y 75 infraexpresados (Log2FC entre -0,17 y -0,84) (Figura 20, Tabla S3). La infección con BOS1FL1, 

en comparación con el grupo control (BOS-NI), indujo un total de 262 DEG, 109 sobrexpresados 

(Log2FC entre 0,16 y 0,99) y 153 infraexpresados (Log2FC entre -0,17 y -0,92) (Figura 20, Tabla 

S4). El número de DEG que presentó un valor FC superior a 1,5 fue de 17 genes en BCN-NI y 22 

en BOS-NI. Además, entre todos los DEG analizados en ambas comparativas, 136 fueron 

comunes, 55 resultaron diferencialmente expresados únicamente en las células infectadas con 

BCN150 y 126 únicamente en las células infectadas con BOS1FL1 (Figura 21).  

 

Figura 21. Diagrama de Venn de la expresión diferencial de genes. Representación gráfica de los DEG 
comunes y específicos en BCN-NI y BOS-NI. Los valores hacen referencia al número DEG totales, 
sobrexpresados (flecha hacia arriba) e infraexpresados (flecha hacia abajo).  
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Figura 22. Términos GO enriquecidos en las células DH82 tras su infección por L. infantum BCN150 y 
BOS1FL1 con respecto al control de células no infectadas. El gráfico muestra una selección de los 
términos GO más relevantes enriquecidos en BCN-NI y BOS-NI. Las barras representan el número de DEG 
relacionados con cada término GO, incluyendo en color oscuro los DEG sobrexpresados y en color claro 
los DEG infraexpresados. Los asteriscos (*) indican los términos GO estadísticamente significativos (FDR < 
0,05). R, regulación; RP, regulación positiva, RN, regulación negativa: D, diferenciación; Rsp, respuesta; 
PK, proteínas quinasas. 
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2.2.3. Identificación de los procesos y rutas biológicas moduladas en las células 

tras su infección por L. infantum  

Con el objetivo de evaluar las implicaciones de las diferencias de expresión génica en las células 

infectadas con BCN150 y BOS1FL1, identificamos los posibles procesos y rutas biológicas 

moduladas por los parásitos mediante un análisis de enriquecimiento funcional de los DEG. La 

ontología génica (GO) es un conjunto de términos o conceptos, relacionados entre sí, que 

permiten describir los genes y sus productos en función de su relación con tres aspectos: 

procesos biológicos, componentes celulares y funciones moleculares (The Gene Ontology, 

2019). En relación con los procesos biológicos, en BCN-NI se obtuvieron 118 términos GO 

enriquecidos estadísticamente significativos que se asociaron en 28 grupos (Tabla S5), mientras 

que en BOS-NI este número fue superior con 326 asociados en 48 grupos (Tabla S6). En ambos 

casos se obtuvieron términos GO relacionados con la respuesta frente a Leishmania como la 

regulación del sistema inmunitario, la respuesta a estímulos, la transducción de señales, la 

apoptosis, el metabolismo, la adhesión y la migración celular. Los más relevantes se encuentran 

representados en la figura 22.   

Posteriormente, para estudiar si existían diferencias en las rutas biológicas, se compararon los 

DEG obtenidos con la base de datos KEGG (Kanehisa and Goto, 2000). Con respecto al control 

de células no infectadas, la infección con la cepa BCN150 dio lugar a 9 rutas enriquecidas 

estadísticamente significativas (Tablas S7). En las células infectadas con BOS1FL1, el número fue 

mucho mayor, con 39 rutas enriquecidas estadísticamente significativas (Tablas S8). En las 

tablas 8 y 9 se muestran las más interesantes en relación con la posible respuesta frente a la 

infección por L. infantum. En ambos casos se hallaron rutas biológicas relacionadas con la 

transducción de señales, como la vía de señalización de la enzima fosfatidilinositol 3 quinasa 

(PI3K)-proteína quinasa B (Akt), PI3K-Akt, y con el sistema inmunitario, como la ruta de 

señalización de los receptores NLR. Éstas, fueron investigadas con más detalle y los resultados 

obtenidos se encuentran recogidos en los apartados 2.2.4 y 2.2.5. 

Entre las rutas que resultaron estadísticamente significativas solo en BOS-NI, se encontraron 

algunas relacionadas con el reconocimiento de patógenos, el metabolismo y la interacción entre 

células, como la ruta de interacción citoquina-receptor. Además, se encontraron múltiples rutas 

enriquecidas relacionadas con la señalización, como las vías de señalización del factor inducible 

por hipoxia 1 (HIF-1), las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), las proteínas de 

la familia Janus quinasa (JAK) y activadoras de la transcripción (STAT), JAK-STAT, y la vía de 

señalización del factor nuclear κappa B (NF- κB). En la figura 23 se representan gráficamente las 

diferencias en los niveles de expresión de los genes implicados en las rutas de mayor interés.
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Figura 23. Heatmap o mapa de intensidad de los genes diferencialmente expresados en las células 
DH82. En la figura se representan gráficamente los niveles de expresión basados en los valores FPKM de 
una selección de los DEG implicados en las rutas biológicas de mayor interés. Los segmentos localizados 
a la derecha de la figura representan las rutas biológicas y engloban todos los DEG obtenidos que forman 
parte de las mismas. El mapa de intensidad se realizó utilizando la herramienta bioinformática 
Heatmapper (Http://www2.heatmapper.ca).



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

110  

Tabla 8. Rutas biológicas enriquecidas seleccionadas en BCN-NI 

 

 

 

 

Tabla 9. Rutas biológicas enriquecidas seleccionadas en BOS-NI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.4. Diferencias en la modulación de la vía de señalización PI3K-Akt  

La vía de señalización PI3K-Akt resultó modulada en las células infectadas por L. infantum 

BCN150 y BOS1FL1, siendo la que presentaba un número mayor de DEG implicados. En BCN-NI 

y BOS-NI se hallaron 8 genes sobrexpresados que fueron comunes (ITGA5, ITGA7, NGF, CSF1, 

VEGFA, NR4A1, CDKN1A y DDIT4). Entre los genes infraexpresados implicados, 4 fueron 

coincidentes (ITGA4, KITLG, CSFR1 y FGF10) y 8 exclusivos de las células infectadas por el aislado 

BOS1FL1 (FGR2, HGF, PRKCA, ITGAV, VWF, JAK1 y TLR4) (Figura 24). Al investigar los productos 

resultantes de estos genes se encontraron, entre otros, diferentes factores de crecimiento, 

proteínas integrales de membrana, como las integrinas, y receptores de la superficie celular tipo 

TLR y tirosina-quinasa. La diferente expresión de estos genes podría dar lugar a una modulación 

diferencial de la actividad de la enzima PI3K y como consecuencia de la activación de la proteína 

Akt, relacionadas con la supervivencia celular y la respuesta frente a Leishmania (Kima, 2016). 

El gen DDIT4 (también conocido como REDD1) implicado en esta vía, resultó sobrexpresado en 

Ruta KEGG 
Nº DEG 

implicados 
Nº genes 

ruta 
FDR 

    PI3K-Akt 12 319 0,0156 

VEGF 4 51 0,0216 

Receptores NLR 5 129 0,0165 

Rap1 9 193 0,0156 

Ruta KEGG Nº DEG 
implicados 

Nº genes ruta FDR 

PI3K-Akt 20 319 0,0000048 

VEGF 5 51 0,0084 

HIF-1 6 94 0,0161 

TNF 4 99 0,0323 

Interacción citoquina-receptor 9 208 0,0174 

Receptores NLR 8 129 0,0061 

Rap1 11 193 0,0022 

Ras 11 212 0,0032 

Receptores TLR 5 79 0,0334 

JAK-STAT 7 136 0,0207 

NF-κB 6 84 0,0109 

MAPK 12 273 0,0061 

Adhesión focal 12 184 0,00098 

Fagosoma 6 125 0,0485 

CAMs 8 126 0,0061 

Interacción ECM-Receptor 6 76 0,0084 
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las células infectadas con ambos parásitos y su valor de FC fue el más elevado de entre todos los 

DEG analizados. Este valor FC, además, fue superior en BCN-NI (FC 2,62) que en BOS-NI (FC  1,99). 

Este gen codifica una proteína que inhibe el complejo 1 del receptor de la rapamicina (mTOR1) 

(Foltyn et al., 2019), que desempeña importantes funciones relacionadas con la respuesta 

inmunitaria y la proliferación y supervivencia celular (Kumar et al., 2018).  

2.2.5. Expresión diferencial de receptores TLR y NLR en las células infectadas 

Las células del sistema inmunitario cuentan con receptores indispensables en el reconocimiento 

de patógenos, como Leishmania, como los TLR y NLR (Rossi and Fasel, 2018). En BOS-NI la ruta 

de señalización de los receptores TLR resultó significativamente modulada con un total de 5 DEG 

implicados, 2 de ellos sobrexpresados (TICAM1 y IRF5) y 3 infraexpresados (TLR4, TLR7 y CD86). 

A pesar de que esta ruta no se encontró entre las rutas significativamente moduladas en las 

células infectadas por la cepa BCN150, sí se observó un incremento en la expresión del gen IRF5 

y una disminución del nivel de expresión del gen TLR7, con unos valores FC muy similares a los 

observados en BOS-NI.  

La infección con L. infantum, también indujo la modulación de la ruta de señalización de los 

receptores NLR. Los genes STAT2, PANX1, TXNIP y RNASEL aparecieron infraexpresados tanto en 

BCN-NI como en BOS-NI. Los genes JAK1, TLR4 y XIAP resultaron infraexpresados sólo en las 

células infectadas por el aislado BOS1FL1 y el gen PLCB1, únicamente en las células infectadas 

por la cepa BCN150 (Figura 25). Los cambios en la expresión de estos genes podrían afectar a la 

respuesta defensiva de las células, influyendo en la activación de la vía de señalización NF-κB 

implicada en la síntesis de citoquinas proinflamatorias (Reinhard et al., 2012), así como, a la 

activación del receptor NLRP3 y la formación de los inflamosomas (Harrington and Gurung, 

2020). 

2.3. Diferencias en la expresión génica de L. infantum BCN150 y BOS1FL1 tras la 

infección de células DH82  

Una vez eliminadas las lecturas que se mapearon frente al genoma del perro, las secuencias se 

alinearon con el genoma de referencia de L. infantum JPCM5 (versión ASM287v2. NCBI: 

GCA_000002875.2). Se obtuvo un total aproximado de 46 millones de lecturas mapeadas en las 

muestras infectadas, con entre 6,8 y 8,5 millones en cada una de ellas (Tabla S9). La calidad de 

las lecturas se evaluó en función de los índices Q20/Q30 y el contenido de GC. Los resultados se 

encuentran recogidos en la tabla S10. El estudio de la de correlación entre las muestras de la 

misma condición, permitió su aceptación como réplicas biológicas y al igual que en el caso de 

las lecturas mapeadas frente al genoma del perro, el valor del coeficiente R2 fue muy elevado al 

comparar todas las condiciones.  
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Se identificaron 8.300 genes de L. infantum, 8.270 comunes, 18 exclusivamente expresados en 

el aislado BOS1FL1 y 12 en la cepa BCN150. Los genes que no fueron comunes codificaban en su 

mayoría, distintas moléculas de RNA de transferencia (tRNA) y proteínas hipotéticas de función 

desconocida.  

Al comparar la expresión génica de los parásitos, únicamente 23 genes presentaron un valor FDR 

inferior a 0,05 y, por tanto, pudieron ser considerados como DEG. En BCN150 se hallaron 15 DEG 

sobrexpresados con un valor Log2FC que oscilaba entre 0,13 y 0,58. Al profundizar en su estudio, 

se encontraron, entre otros, genes relacionados con el metabolismo energético (ATPF1A, 

metalopeptidasa M49), el transporte intracelular (MVP), el ciclo celular y la transcripción 

(HSP83, fosfoproteína fosfatasa, SMC, CPSF-A). En BOS1FL1 se hallaron 8 genes sobrexpresados 

(infraexpresados en BCN150) con un valor Log2FC que oscilaba entre -0,17 y -0,40. En este caso 

los genes estaban implicados en la síntesis de las proteínas ribosomales 40S, 60S y las histonas 

H1, H2A y H4 (Tabla S11).  

El análisis del enriquecimiento funcional de los DEG se llevó a cabo utilizando la base de datos 

TriTrypDB. En el caso de BOS1FL1 no se hallaron rutas biológicas significativamente enriquecidas 

y en BCN150 únicamente resulto estadísticamente significativa la ruta metabólica 

correspondiente a la biosíntesis del ATP (PWY-7980).  
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Figura 24. Representación esquemática de los genes implicados en la vía de señalización PI3K-Akt. Los 
DEG hallados en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 y BOS1FL1 con respecto al grupo 
control de células no infectadas aparecen resaltados en color verde (genes sobrexpresados), rojo (genes 
infraexpresados) o amarillo (genes sobrexpresados e infraexpresados). Las estrellas de color negro indican 

los DEG hallados únicamente en las células infectadas por el aislado BOS1FL1.   
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Figura 25. Representación esquemática de los genes implicados en la vía de señalización de los 
receptores NLR. Los DEG hallados en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 y BOS1FL1 con 
respecto al grupo control de células no infectadas aparecen resaltados en color verde (genes 
sobrexpresados) o rojo (genes infraexpresados). Las estrellas de color negro y azul indican los DEG 

hallados únicamente en las células infectadas por el aislado BOS1FL1 o la cepa BCN150, respectivamente.  
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3. Discusión 

Las herramientas de secuenciación masiva del RNA, permiten analizar de manera simultánea los 

perfiles de expresión génica desencadenados en parásitos y hospedadores tras su interacción 

(Westermann et al., 2012). Por ello, en los últimos años se han empleado para investigar los 

cambios transcripcionales inducidos por la infección con diferentes especies de Leishmania en 

células de distintos orígenes (Cruz and Freitas-Castro, 2019). Estos estudios han contribuido al 

conocimiento de los mecanismos empleados por el protozoo para evadir y modular la respuesta 

inmunitaria del hospedador (Dillon et al., 2015; Fernandes et al., 2016). 

El aislado de L. infantum BOS1FL1, procedente del brote de leishmaniosis humana de la 

Comunidad de Madrid, exhibió una diferente capacidad de infección según la especie 

hospedadora al compararlo con la cepa BCN150. En el modelo murino de VL este aislado 

presentó una mayor virulencia en términos de diseminación en órganos diana y modulación de 

la respuesta defensiva de los hospedadores (objetivo 1). Por el contrario, al infectar Mon y Mø 

primarios caninos, fue la cepa BCN150 la que presentó una mayor capacidad de infección 

(objetivo 2). Para profundizar en este cambio de comportamiento de los parásitos en la especie 

canina, analizamos el perfil transcriptómico desencadenado tras la infección de macrófagos 

tumorales caninos DH82 por BCN150 y BOS1FL1. El estudio se llevó a cabo empleando esta línea 

celular, en lugar de células derivadas de sangre periférica, con el objetivo de minimizar la 

diversidad biológica entre las distintas condiciones (Williams et al., 2014; Hekman et al., 2015).  

En primer lugar, se investigó si el comportamiento que se había observado en los Mon y Mø 

caninos primarios, se mantenía en las células DH82. La capacidad de infección de los parásitos 

se cuantificó a las 4, 24 y 72h PI, observándose la misma tendencia hallada previamente. La cepa 

BCN150 presentó una mayor infectividad que el aislado BOS1FL1 en términos de porcentaje, 

intensidad e índice de infección en todos los tiempos. Posteriormente, se evaluó el perfil de 

regulación génico inducido por ambos parásitos en las células. El análisis transcriptómico se llevó 

a cabo a las 4h PI, basándonos en estudios precedentes realizados con macrófagos murinos y 

humanos, que habían hallado una mayor respuesta de las células a la infección por Leishmania 

en este tiempo, con una disminución gradual de la misma hasta las 72h PI. Además, a las 4h PI 

fue cuando las células DH82 presentaron un mayor porcentaje de infección con ambos parásitos.  

Las técnicas de RNAseq se han utilizado con anterioridad para evaluar los posibles mecanismos 

implicados en la virulencia de Leishmania. Aunque no hay muchos trabajos, existe 

heterogeneidad en cuanto a los resultados obtenidos. Shadab y colaboradores hallaron 

importantes diferencias en la expresión génica de Mø peritoneales murinos al infectarlos con 

promastigotes de L. donovani con distinto fenotipo de virulencia (Shadab et al., 2019). Nuestros 

resultados se encuentran en discordancia con los observados en este estudio, ya que, a pesar 

de que se obtuvo un porcentaje de infección próximo al 80%, la infección de las células DH82 

por BCN150 y BOS1FL1 indujo una escasa regulación de su perfil de expresión génica, hallándose 

un número relativamente bajo de DEG al compararlas con el grupo control de células no 
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infectadas, que además presentaban un valor FC inferior a 1,5 en la mayoría de los casos. Estos 

resultados, también, se contraponían con los obtenidos en otros estudios en los que la infección 

de Mø primarios murinos y humanos con L. major y L. amazonensis, desencadenó importantes 

cambios en el perfil transcripcional de las células (Dillon et al., 2015; Fernandes et al., 2016).  

Sin embargo, un estudio realizado por Andreu y colaboradores en 2017 comparó la expresión 

diferencial de la línea celular de macrófagos murinos J774 con Mø derivados de médula ósea de 

la misma especie al infectarlos con Mycobacterium tuberculosis. Los resultados revelaron 

grandes diferencias en la respuesta de ambos tipos celulares a la infección, siendo muy superior 

en las células primarias. Los autores plantearon la hipótesis de que el origen tumoral de las 

células J774 pudiera influir en su estado de activación favoreciendo una menor respuesta frente 

a la infección (Andreu et al., 2017). No obstante, las líneas celulares tumorales han sido 

previamente utilizadas en estudios de RNAseq. Más concretamente, las células DH82 se han 

empleado con anterioridad para estudiar su interacción con el virus del moquillo canino 

encontrándose importantes variaciones en su expresión génica (Zheng et al., 2020), aunque su 

uso con Leishmania no se había descrito hasta el momento. En el caso de L. infantum, un ensayo 

llevado a cabo en el año 2020 utilizó la línea celular de monocitos humanos THP-1, para analizar 

la activación del inflamosoma. En línea con nuestros resultados, los autores describieron un 

perfil transcripcional muy similar en las células infectadas y las células no estimuladas. El número 

de DEG también resultó relativamente bajo y sus valores de FC fueron inferiores a 1,5 en la 

mayoría de los casos (Gatto et al., 2020). La escasa regulación inducida en el perfil 

transcripcional de las células DH82 infectadas por BCN150 y BOS1FL1 podría, por tanto, estar 

relacionada con su naturaleza tumoral, pero también con una posible entrada silente del 

parásito en las mismas, evadiendo así su respuesta defensiva. Estos datos apoyan la hipótesis 

de que no solo el patógeno, sino el origen y el tipo celular en el que se realiza el estudio, 

condicionan los resultados obtenidos, dificultando su interpretación y aportando más 

complejidad al proceso de interacción entre patógenos y células hospedadoras.   

A pesar de que nuestros resultados revelaron que la infección de las células DH82 no inducia 

una modificación sustancial de su perfil transcriptómico, sí encontraron algunas diferencias en 

la modulación ejercida por ambos parásitos. En BCN-NI y BOS-NI se obtuvieron, 

respectivamente, 191 y 262 DEG estadísticamente significativos, haciéndose necesario estudiar 

su posible implicación biológica en la respuesta de las células frente a la infección. Para ello, se 

llevó a cabo un análisis del enriquecimiento funcional de los DEG en cada una de las condiciones. 

La infección con BOS1FL1 fue la que ejerció una mayor modulación de la expresión génica de las 

células con respecto al grupo control. Esto se tradujo en un mayor número de términos GO 

enriquecidos estadísticamente significativos, entre los cuales se encontraron términos 

relacionados con la regulación del sistema inmunitario. Por el contrario, la cepa BCN150 indujo 

un número considerablemente menor de términos GO enriquecidos estadísticamente 

significativos. Estas diferencias podrían apuntar a la existencia de una modulación específica de 

la expresión génica de las células inducida por cada uno de los parásitos. 
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El análisis de las rutas biológicas implicadas en la expresión diferencial de las células infectadas 

se llevó a cabo comparando los DEG con la base de datos KEGG. Entre las rutas biológicas más 

afectadas, se encontró la vía de señalización PI3K-Akt , que puede jugar un papel importante en 

la respuesta del hospedador frente a la infección con Leishmania (Kima, 2016). La actividad de 

la enzima PI3K se ha relacionado con el progreso de la leishmaniosis al modular la capacidad de 

fagocitosis de los macrófagos y la secreción de citoquinas antinflamatorias (Cummings et al., 

2012; Oghumu and Satoskar, 2013). Además, existen estudios que describen que la activación 

de la vía PI3K/AKt tras la infección por L. amazonensis puede inducir una disminución de la 

expresión de la enzima iNOS y, por tanto, de la producción NO (Calegari-Silva et al., 2015). Los 

DEG hallados en BCN-NI y BOS-NI implicados en esta ruta estaban relacionados con diferentes 

factores de crecimiento, integrinas y receptores de tipo tirosina quinasa. En ambos casos se 

encontraron genes tanto sobrexpresados como infraexpresados, la mayoría de los cuales fueron 

comunes. Sin embargo, en el caso de las células infectadas con el aislado BOS1FL1 el número de 

genes infraexpresados fue mayor. Estos factores de crecimiento, integrinas y receptores 

tirosina-quinasa conducen a la activación de la enzima PI3K (Shi et al., 2019), con lo que su 

menor expresión en las células infectadas con BOS1FL1 podría estar relacionada con la menor 

capacidad infectiva observada en este aislado. El gen DDIT4, también implicado en esta ruta, 

apareció sobrexpresado en BCN-NI y BOS-NI con el mayor valor de FC de entre todos los genes 

analizados, siendo superior en las células infectadas con BCN150. Este gen codifica la síntesis de 

una proteína inhibidora del complejo mTOR1 (Foltyn et al., 2019). Algunos autores describen 

que Leishmania es capaz de inhibir este complejo y activar de forma concomitante la proteína 1 

de unión al factor de inicio de la traducción 4E (4E-BP1), lo que favorece su proliferación y 

supervivencia en el fagosoma (Jaramillo et al., 2011). La mayor expresión del gen DDIT4 inducida 

en las células DH82 por la infección con la cepa BCN150 podría dar lugar a una mayor inhibición 

del complejo mTOR, promoviendo su supervivencia intracelular. Sin embargo, son necesarios 

más estudios que permitan investigar su papel en la diferente respuesta de las células DH82 a la 

infección. Estos resultados abren la puerta a nuevas investigaciones acerca de la capacidad de 

Leishmania para modular la vía de señalización PI3K/Akt en las células hospedadoras y su posible 

implicación en los mecanismos de virulencia del parásito.  

Los receptores TLR y NLR tienen un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta 

inmunitaria. Está ampliamente descrito que pueden ejercer una función defensiva frente a la 

infección con Leishmania (Faria et al., 2012), contribuyendo a la producción de citoquinas 

inflamatorias por parte de los macrófagos (Kawai and Akira, 2011). De hecho, existen estudios 

que han demostrado que la activación del receptor TLR4 contribuye al control de la infección 

con L. major en ratones (Kropf et al., 2004). Sin embargo, en el caso de los cánidos, la función 

que desempeña este receptor no está clara, habiéndose observado tanto un aumento como una 

disminución de sus niveles de expresión en distintos órganos y tejidos de animales infectados 

por L. infantum (Melo et al., 2014; Hosein et al., 2015). La información acerca del papel que 

juega el receptor TLR7 en la leishmaniosis, también, es escasa, pero el uso de agonistas del 
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mismo se ha relacionado con la protección frente a la infección (Reynolds et al., 2013; Craft et 

al., 2014). En las células DH82, el gen TLR7 apareció infraexpresado tanto en las células 

infectadas por el aislado BOS1FL1 como por la cepa BCN150, mientras que el gen TLR4 resultó 

infraexpresado únicamente tras la infección por BOS1FL1. En este contexto, es necesario 

profundizar en el conocimiento de las funciones de estos receptores en el establecimiento de la 

infección por diferentes cepas o aislados de L. infantum en los cánidos. 

El receptor NLRP3, perteneciente a la familia NLR, influye directamente en la activación de los 

inflamosomas y junto con la activación de la vía NF-κβ, conduce a la síntesis de citoquinas 

proinflamatorias (Harrington and Gurung, 2020). La infección de las células DH82 con BCN150 y 

BOS1FL1 dio lugar a una disminución de los niveles de expresión de distintos genes relacionados 

con la activación de este receptor y la vía de señalización NF-κβ, como los genes PANX1, TXNIP, 

RNASEL, TLR4, XIAP y PLCB1 (Zhou et al., 2010; Murakami et al., 2012; Chakrabarti et al., 2015; 

Crespo Yanguas et al., 2017; Vucic, 2018). Coincidiendo con nuestros resultados, algunos autores 

sugieren que Leishmania es capaz de modular la respuesta defensiva del hospedador, inhibiendo 

la activación del receptor NLRP3 para garantizar su supervivencia (Shio et al., 2015; Gupta et al., 

2017; Saresella et al., 2020).  

Finalmente, se comparó la expresión génica de los parásitos tras su interacción con las células 

DH82. El éxito de Leishmania para establecer la infección en los hospedadores mamíferos, 

depende de su capacidad para diferenciarse en amastigotes y sobrevivir en el fagosoma de las 

células infectadas (Hombach and Clos, 2014). Entre los genes sobrexpresados en BCN150, se 

halló el gen que codifica la síntesis de la proteína de choque térmico HSP83 que constituye la 

forma citoplasmática de la proteína HSP90, relacionada con la señalización de los parásitos y su 

diferenciación en amastigotes (Requena et al., 2015). Por el contrario, en el aislado BOS1FL1 se 

observó una sobrexpresión del gen que codifica la histona H1 que se ha relacionado con una 

menor capacidad de diferenciación de los promastigotes en amastigotes y una disminución de 

la infectividad de los parásitos in vitro e in vivo (Alexandratos et al., 2013). Estos datos apuntan 

nuevamente, a la posibilidad de que el comportamiento diferencial observado en ambos 

parásitos se deba al efecto sumatorio de múltiples factores implicados en la interacción parásito-

hospedador. 

En su conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de diferencias en el 

perfil transcripcional desarrollado tras la infección de las células DH82 por L. infantum BCN150 

y BOS1FL1. Estas diferencias, aunque sutiles, podrían contribuir a la menor capacidad de 

BOS1FL1 de infectar y multiplicarse en este tipo celular. Esta tesis doctoral es tan solo el punto 

de partida en un proyecto más amplio que persigue llegar a discernir con precisión cuál es el 

verdadero papel de la adaptación y coevolución de distintos aislados de L. infantum en su 

virulencia y en el proceso patogénico que resulta de la interacción de este protozoo con sus 

diferentes hospedadores.
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CONCLUSIONES 

Las conclusiones más relevantes del trabajo presentado en esta Tesis Doctoral se resumen a 

continuación:  

PRIMERA. Los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 exhiben una mayor virulencia que la 

cepa BCN150 en el modelo murino experimental de leishmaniosis visceral, en términos de carga 

parasitaria en órgano diana, modulación de la respuesta defensiva de los hospedadores y 

alteraciones histopatológicas en el hígado de los animales infectados. Esto podría relacionarse 

con una mayor capacidad de estos aislados para establecer la infección, incluso en individuos 

inmunocompetentes.  

SEGUNDA. Los aislados de L. infantum BOS1FL1 y POL2FL7 muestran diferencias en su perfil de 

virulencia en el modelo murino experimental de VL. BOS1FL1 presenta un fenotipo más agresivo 

que POL2FL7, que se refleja en su mayor capacidad metastásica y su mayor modulación de la 

respuesta inmunitaria en los animales, favoreciendo la susceptibilidad frente a la infección.  

TERCERA. Existe un comportamiento diferencial del aislado BOS1FL1 en función de la especie 

hospedadora que se refleja en su menor infectividad, en comparación con la cepa BCN150, tras 

la infección de células de origen canino. Este cambio de comportamiento podría estar 

relacionado con un tropismo diferencial de los aislados del brote de la Comunidad de Madrid 

por especies hospedadoras alternativas, como liebres y conejos.  

CUARTA. El desarrollo de la respuesta oxidativa como mecanismo de defensa en los monocitos 

y macrófagos primarios caninos frente a la infección por L. infantum depende de la producción 

de ROS. El aislado BOS1FL1 presenta una mayor capacidad de resistencia que la cepa BCN150 al 

efecto de ROS, lo que sin embargo no supone una ventaja en su interacción con estas células, 

sugiriendo la existencia de otros factores que condicionen su comportamiento intracelular.  

QUINTA. La interacción de células DH82 con L. infantum induce una escasa modificación del 

perfil transcripcional tanto de las células como de los parásitos, lo que se refleja en el bajo 

número de genes diferencialmente expresados observados. Esto podría estar relacionado tanto 

con el origen tumoral de las células DH82, que podría limitar la respuesta producida en las 

células primarias, como con la posible entrada silente del parásito en las mismas, evitando así 

desencadenar su respuesta defensiva.  

SEXTA. Las diferencias observadas en el análisis transcriptómico de las células DH82 infectadas 

con BCN150 y BOS1FL1 apuntan a la existencia de una modulación específica inducida por cada 

uno de los parásitos. Esto podría relacionarse con su diferente comportamiento intracelular e 

influir en el posterior desencadenamiento de la inmunopatogénesis de la leishmaniosis.  
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CONCLUSIONS 

The most relevant conclusions of the work presented in this Doctoral Thesis are summarised 

below: 

FIRST. L. infantum isolates BOS1FL1 and POL2FL7 exhibit a higher virulence profile than the 

strain BCN150 in the experimental murine model of VL, in terms of parasite load in target organ, 

modulation of host defence response and histopathological alterations in the liver of infected 

animals. This could be related to an increased ability of these isolates to establish infection, even 

in immunocompetent individuals.  

SECOND. L. infantum isolates BOS1FL1 and POL2FL7 show differences in their virulence profile 

in the experimental murine model of VL. BOS1FL1 presents a more aggressive phenotype than 

POL2FL7, which is reflected in its greater metastatic capacity and in the modulation of the host 

immune response, promoting susceptibility to infection.  

THIRD. There is a differential behaviour of BOS1FL1 isolate depending on the host species that 

is reflected in its lower infectivity, compared to BCN150, after infection of canine cells. This 

behavioural change could be related to a differential tropism of the isolates from the 

leishmaniosis outbreak of Madrid for alternative host species, such as hares and rabbits.  

FOURTH. The development of the oxidative burst as a defence mechanism in primary canine 

monocytes and macrophages against L. infantum infection depends on the production of ROS. 

BOS1FL1 is more resistant than BCN150 to the effect of ROS, which, however, does not represent 

an advantage in its interaction with these cells, suggesting the existence of other factors that 

influence its intracellular behaviour. 

FIFTH. The interaction of DH82 cells with L. infantum induces little modification of the 

transcriptional profile of both cells and parasites, which is reflected in the low number of 

differentially expressed genes observed. This could be related both to the tumour origin of DH82 

cells, that could limit the response produced in primary cells, and to the possible silent entry of 

the parasite into the cells, avoiding the activation of their defensive response. 

SIXTH. The differences observed in the transcriptomic analysis of DH82 cells infected with 

BCN150 and BOS1FL1 suggest the existence of a specific modulation induced by each parasite. 

This could be related to their different intracellular behaviour and subsequent involvement in 

triggering leishmanial immunopathogenesis. 
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ANEXO I: MATERIAL SUPLEMENTARIO 

Tabla S1. Resultados del mapeo de las lecturas frente al genoma de referencia del perro (Canis 

lupus familiaris). 

Tabla S2. Análisis de calidad de lecturas mapeadas frente al genoma del perro. 

  

Muestra Lecturas totales Lecturas mapeadas % de Mapeo 

NI R1 85.606.752 81.804.853 95,56 

NI R2 84.356.860 80.920.542 95,93 

NI R3 93.253.244 89.230.524 95,69 

BCN R1 89.101.392 70.090.761 78,66 

BCN R2 93.735.740 73.992.850 78,94 

BCN R3 82.088.190 64.195.954 78,20 

BOS R1 86.499.804 68.713.256 79,44 

BOS R2 80.736.160 64.485.975 79,87 

BOS R3 81.701.352 64.312.991 78,72 

Muestra Lecturas Crudas Lecturas limpias 
Tasa de 

error (%) 
Q20(%) Q30 (%) GC (%) 

NI R1 43175966 42803376 0,02 98,03 94,52 50,00 

NI R2 42524308 42178430 0,02 98,05 94,53 49,04 

NI R3 47038553 46626622 0,02 98,01 94,39 49,58 

BCN R1 45166943 44550696 0,02 97,92 94,34 51,69 

BCN R2 47368713 46867870 0,03 97,87 94,21 51,88 

BCN R3 41440103 41044095 0,03 97,88 94,23 51,80 

BOS R1 43741209 43249902 0,02 97,91 94,30 51,41 

BOS R2 40854656 40368080 0,02 97,99 94,49 51,50 

BOS R3 41435550 40850676 0,02 98,05 94,65 51,56 
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Tabla S3. Genes diferencialmente expresados en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 con respecto al control de células no infectadas.  

ID_Gen 
Lecturas norm. 

BCN1 
Lecturas norm. 

BCN2 
Lecturas norm. 

BCN3 
Lecturas norm. 

NI1 
Lecturas norm. 

NI2 
Lecturas norm. 

NI3 
log2FC p-Valor FDR 

ENSCAFG00000032469 1594,538 1242,102 1345,709 609,833 491,623 489,129 1,3956 4,04E-30 4,42E-26 

ENSCAFG00000030931 6857,052 6681,020 7068,814 3528,183 4181,125 4073,543 0,8062 1,05E-25 5,75E-22 

ENSCAFG00000013918 8041,875 6459,544 7061,725 3511,831 4108,361 3860,658 0,9092 1,47E-22 5,35E-19 

ENSCAFG00000007539 1127,527 904,275 1120,046 529,035 505,616 435,908 1,1003 1,61E-20 4,40E-17 

ENSCAFG00000017916 2731,794 2798,557 2898,178 1941,078 2097,093 2052,822 0,4683 1,94E-12 3,58E-09 

ENSCAFG00000013182 412,958 318,435 320,182 126,968 180,044 118,270 1,3078 1,96E-12 3,58E-09 

ENSCAFG00000029853 5154,411 5308,278 5323,763 4034,133 3430,164 3484,729 0,5281 5,33E-12 8,34E-09 

ENSCAFG00000012012 2533,964 2421,946 2439,763 1829,500 1877,868 1853,454 0,4113 6,98E-11 9,55E-08 

ENSCAFG00000005621 5088,467 5133,751 5128,819 3258,856 3831,299 3818,418 0,4926 1,23E-10 1,49E-07 

ENSCAFG00000008586 4559,837 4612,210 4482,547 3567,621 3462,815 3186,521 0,4188 1,99E-10 2,18E-07 

ENSCAFG00000008265 4018,235 3617,100 3785,472 2991,453 2710,921 2718,511 0,4397 1,62E-09 1,61E-06 

ENSCAFG00000001938 45643,775 46810,007 48191,519 35339,547 37204,738 38467,186 0,3413 2,12E-09 1,66E-06 

ENSCAFG00000030565 3458,255 3440,531 3616,520 2331,602 2767,826 2501,402 0,4681 2,00E-09 1,66E-06 

ENSCAFG00000024645 2127,492 1822,839 1951,810 1327,397 1471,137 1268,864 0,5373 1,99E-09 1,66E-06 

ENSCAFG00000019676 7266,768 7707,770 7971,467 6117,570 5753,945 5877,154 0,3705 2,41E-09 1,76E-06 

ENSCAFG00000010639 7364,061 7000,476 7311,018 9344,684 8902,382 8899,787 -0,3247 6,33E-09 4,33E-06 

ENSCAFG00000009739 936,183 992,049 932,190 580,015 694,988 665,689 0,5594 7,15E-09 4,61E-06 

ENSCAFG00000030025 2526,396 2314,781 2404,318 3095,337 3086,868 3149,350 -0,3652 1,15E-08 6,62E-06 

ENSCAFG00000003989 6427,879 6361,564 6437,902 5270,152 5148,512 5245,257 0,2957 1,11E-08 6,62E-06 

ENSCAFG00000006065 6038,703 6213,573 6078,731 4507,379 4972,199 4872,707 0,3529 1,30E-08 7,11E-06 

ENSCAFG00000028636 11209,329 11243,220 11736,854 9510,128 9165,452 9173,497 0,2959 2,83E-08 1,48E-05 

ENSCAFG00000018466 436,741 434,787 393,434 783,934 604,500 642,035 -0,6812 3,16E-08 1,57E-05 

ENSCAFG00000000192 1086,448 1010,420 992,446 1346,635 1360,125 1439,510 -0,4246 6,98E-08 3,32E-05 

ENSCAFG00000005073 1822,638 1995,325 1937,632 1456,289 1319,079 1499,490 0,4289 8,13E-08 3,71E-05 

ENSCAFG00000003606 317,826 342,930 381,619 228,928 199,634 206,127 0,7154 1,25E-07 5,46E-05 
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ENSCAFG00000002576 1649,671 1862,643 1805,306 1287,960 1290,160 1399,805 0,4184 1,91E-07 8,04E-05 

ENSCAFG00000018622 1191,309 1040,018 1150,765 1748,702 1480,465 1518,075 -0,4893 2,02E-07 8,19E-05 

ENSCAFG00000000160 1591,295 1609,528 1584,369 1285,074 1137,169 1214,798 0,3960 2,15E-07 8,40E-05 

ENSCAFG00000011405 3052,864 3055,755 3000,967 3934,098 3657,785 3711,976 -0,3111 3,62E-07 1,37E-04 

ENSCAFG00000016734 2298,296 2212,718 2344,063 1697,722 1876,002 1780,802 0,3561 4,58E-07 1,67E-04 

ENSCAFG00000016129 8602,936 8908,027 8966,276 7524,803 7147,653 7273,580 0,2708 6,53E-07 2,31E-04 

ENSCAFG00000003871 2729,632 2700,577 2706,778 3385,825 3219,336 3361,391 -0,2926 8,50E-07 2,91E-04 

ENSCAFG00000007338 245,397 266,383 259,926 139,473 152,991 174,870 0,7212 1,72E-06 5,69E-04 

ENSCAFG00000010241 4040,937 4011,062 3855,180 3168,440 3307,958 3312,393 0,2827 1,88E-06 6,05E-04 

ENSCAFG00000012922 2543,693 2575,040 2642,978 2072,856 2024,329 2171,937 0,3077 1,99E-06 6,23E-04 

ENSCAFG00000016456 2893,951 3101,683 2892,271 2375,849 2334,975 2462,542 0,3093 2,24E-06 6,82E-04 

ENSCAFG00000032027 3657,167 3798,771 3731,124 2634,595 3044,889 3056,424 0,3566 2,61E-06 7,71E-04 

ENSCAFG00000016475 1434,543 1553,393 1624,539 912,826 1097,056 1219,866 0,5131 2,82E-06 8,13E-04 

ENSCAFG00000004510 537,278 588,901 548,208 435,733 355,424 347,206 0,5585 3,33E-06 9,36E-04 

ENSCAFG00000014175 1868,041 1944,293 1841,932 2285,432 2357,364 2309,636 -0,2978 3,51E-06 9,62E-04 

ENSCAFG00000005770 2736,119 2685,268 2885,182 2181,549 2107,354 2333,290 0,3263 3,72E-06 9,93E-04 

ENSCAFG00000013410 1086,448 1013,482 947,550 1677,522 1292,958 1362,635 -0,5071 4,21E-06 1,10E-03 

ENSCAFG00000030120 2995,569 3290,499 3295,157 2389,315 2551,401 2649,239 0,3358 4,42E-06 1,12E-03 

ENSCAFG00000019187 4392,276 4645,891 4253,340 3714,789 3630,732 3575,966 0,2837 5,03E-06 1,22E-03 

ENSCAFG00000009793 1721,020 1668,724 1632,810 1400,500 1195,007 1279,001 0,3748 4,98E-06 1,22E-03 

ENSCAFG00000029842 3675,544 3758,967 3894,169 3252,123 2735,176 2712,598 0,3811 5,44E-06 1,29E-03 

ENSCAFG00000001611 3003,136 3157,818 3195,912 2539,369 2258,479 2591,794 0,3403 5,95E-06 1,39E-03 

ENSCAFG00000006404 3082,052 3323,159 3187,642 2085,360 2352,699 2699,081 0,4262 7,33E-06 1,67E-03 

ENSCAFG00000001007 540,521 521,540 521,034 322,230 367,551 408,875 0,5253 7,59E-06 1,70E-03 

ENSCAFG00000032206 5540,343 5557,310 5569,512 9998,764 7052,500 7052,247 -0,5321 8,13E-06 1,74E-03 

ENSCAFG00000005123 748,081 810,377 797,501 612,719 577,447 596,417 0,3993 8,11E-06 1,74E-03 

ENSCAFG00000031319 155,670 164,321 165,408 378,982 241,613 251,745 -0,8444 9,09E-06 1,88E-03 

ENSCAFG00000029394 12095,784 11955,617 12379,581 10219,997 10616,998 10273,404 0,2277 9,36E-06 1,88E-03 
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ENSCAFG00000012775 3284,207 3358,881 3256,168 2613,434 2808,873 2759,061 0,2750 9,49E-06 1,88E-03 

ENSCAFG00000018931 809,701 786,903 702,983 616,566 473,898 506,870 0,5271 9,52E-06 1,88E-03 

ENSCAFG00000002588 358,906 412,333 398,160 258,746 280,794 266,951 0,5361 9,62E-06 1,88E-03 

ENSCAFG00000011698 1797,774 1825,901 1746,232 3126,117 2238,889 2314,705 -0,5158 1,19E-05 2,29E-03 

ENSCAFG00000000060 2804,224 2647,505 2793,026 2236,376 2341,505 2180,384 0,2868 1,36E-05 2,56E-03 

ENSCAFG00000001307 415,120 466,426 394,615 289,527 295,720 307,501 0,5164 1,44E-05 2,67E-03 

ENSCAFG00000032695 1058,341 1083,905 1102,324 1700,608 1335,870 1377,841 -0,4438 1,53E-05 2,79E-03 

ENSCAFG00000020200 473,497 434,787 476,138 908,979 624,090 623,450 -0,6390 1,87E-05 3,31E-03 

ENSCAFG00000000643 7858,098 7724,100 7574,489 8831,039 9031,118 9192,927 -0,2245 1,87E-05 3,31E-03 

ENSCAFG00000010491 5092,791 5273,576 5166,626 4493,913 4389,155 4324,443 0,2341 2,16E-05 3,75E-03 

ENSCAFG00000014961 595,654 644,015 609,645 494,407 429,120 446,890 0,4334 2,52E-05 4,31E-03 

ENSCAFG00000019798 3807,432 3813,060 3758,298 2590,348 3140,042 3151,885 0,3571 2,71E-05 4,56E-03 

ENSCAFG00000015190 30651,878 30401,397 30534,253 27310,718 25881,557 25715,189 0,2150 2,84E-05 4,60E-03 

ENSCAFG00000015351 1338,331 1357,433 1404,784 914,750 1139,035 1061,892 0,3957 2,81E-05 4,60E-03 

ENSCAFG00000014882 1700,480 1809,571 1654,077 1467,832 1140,901 1259,571 0,4174 2,86E-05 4,60E-03 

ENSCAFG00000018487 3381,501 3429,305 3510,187 4430,429 3891,935 4277,980 -0,2880 3,46E-05 5,40E-03 

ENSCAFG00000008630 3059,350 3279,272 3422,757 2441,257 2764,095 2639,102 0,3151 3,42E-05 5,40E-03 

ENSCAFG00000007417 18023,140 17639,485 17521,396 20685,274 20143,471 20267,185 -0,2001 3,58E-05 5,44E-03 

ENSCAFG00000018924 752,406 849,161 847,123 596,367 625,956 646,259 0,3894 3,57E-05 5,44E-03 

ENSCAFG00000030617 139,454 139,826 131,145 55,789 85,824 81,099 0,8798 4,29E-05 6,43E-03 

ENSCAFG00000004127 427,012 405,189 391,071 655,042 545,729 518,697 -0,4898 4,60E-05 6,81E-03 

ENSCAFG00000003169 5465,751 5256,226 5147,722 6833,210 5977,834 6421,194 -0,2772 5,90E-05 8,49E-03 

ENSCAFG00000005147 3623,654 3842,658 3831,550 3220,381 2822,866 3171,315 0,2940 5,85E-05 8,49E-03 

ENSCAFG00000014968 1439,949 1519,713 1530,021 1304,312 997,238 1054,289 0,4204 6,62E-05 9,41E-03 

ENSCAFG00000028815 1961,011 1849,375 1898,644 2258,499 2267,808 2275,845 -0,2529 7,36E-05 1,02E-02 

ENSCAFG00000032748 3869,051 3702,832 3798,469 4721,879 4498,301 4303,324 -0,2501 7,26E-05 1,02E-02 

ENSCAFG00000012052 3991,209 3999,835 4052,487 3323,303 3486,137 3477,126 0,2273 7,43E-05 1,02E-02 

ENSCAFG00000023455 2856,114 2947,569 3002,149 3871,575 3465,614 3401,940 -0,2862 7,76E-05 1,05E-02 
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ENSCAFG00000015925 1357,789 1256,391 1390,606 1770,825 1637,188 1582,278 -0,3176 8,19E-05 1,09E-02 

ENSCAFG00000009242 403,229 391,921 400,523 550,197 568,118 488,284 -0,4254 8,60E-05 1,13E-02 

ENSCAFG00000002001 2286,405 2214,759 2152,662 2575,920 2665,211 2650,084 -0,2459 9,48E-05 1,22E-02 

ENSCAFG00000006491 24021,845 23965,327 23959,298 19441,561 21248,922 21016,507 0,2215 9,37E-05 1,22E-02 

ENSCAFG00000006091 3127,456 3062,900 3113,208 3888,889 3488,935 3733,940 -0,2563 9,72E-05 1,24E-02 

ENSCAFG00000029989 636,734 628,706 663,994 492,484 461,771 524,610 0,3824 1,02E-04 1,28E-02 

ENSCAFG00000012813 241,072 240,868 259,926 433,809 307,847 367,481 -0,5805 1,03E-04 1,28E-02 

ENSCAFG00000014584 212,965 199,022 174,860 320,307 278,928 269,486 -0,5631 1,15E-04 1,41E-02 

ENSCAFG00000019430 1577,241 1633,002 1595,002 1320,664 1347,998 1339,826 0,2616 1,19E-04 1,45E-02 

ENSCAFG00000029846 823,754 774,655 802,227 1052,299 1026,157 941,933 -0,3309 1,23E-04 1,48E-02 

ENSCAFG00000011187 1837,772 1790,179 1778,132 2633,633 2084,032 2213,331 -0,3582 1,33E-04 1,59E-02 

ENSCAFG00000030747 4378,222 4394,817 4295,873 3834,062 3418,970 3726,337 0,2514 1,38E-04 1,61E-02 

ENSCAFG00000004794 1428,057 1549,311 1414,235 1183,115 1220,194 1197,902 0,2868 1,38E-04 1,61E-02 

ENSCAFG00000005560 2940,436 2891,434 3013,964 5155,688 3421,769 3764,352 -0,4804 1,45E-04 1,66E-02 

ENSCAFG00000004176 1515,622 1408,464 1543,017 1904,527 1761,259 1776,578 -0,2852 1,47E-04 1,66E-02 

ENSCAFG00000008643 1291,846 1251,288 1232,287 1506,307 1500,056 1529,902 -0,2648 1,47E-04 1,66E-02 

ENSCAFG00000006979 1249,685 1168,617 1218,109 853,189 1022,426 983,327 0,3464 1,56E-04 1,74E-02 

ENSCAFG00000012327 3060,431 3032,281 3034,049 3610,905 3528,116 3466,989 -0,2166 1,59E-04 1,75E-02 

ENSCAFG00000015266 6671,113 6712,659 6415,454 5751,093 5453,560 5812,951 0,2185 1,58E-04 1,75E-02 

ENSCAFG00000004620 4290,658 4372,363 4554,618 3443,538 3753,871 3868,261 0,2560 1,76E-04 1,91E-02 

ENSCAFG00000003717 1263,739 1175,762 1248,828 1521,697 1456,211 1478,370 -0,2732 1,87E-04 1,97E-02 

ENSCAFG00000015043 81986,261 83617,876 82918,856 94253,863 91486,601 95584,643 -0,1789 1,87E-04 1,97E-02 

ENSCAFG00000005088 1149,148 1136,978 1220,472 983,043 931,938 947,846 0,2922 1,85E-04 1,97E-02 

ENSCAFG00000005856 609,708 618,500 628,549 747,382 781,745 796,630 -0,3255 1,93E-04 2,02E-02 

ENSCAFG00000001757 156,751 186,775 173,678 392,448 220,157 267,796 -0,7661 2,02E-04 2,06E-02 

ENSCAFG00000008028 635,653 630,747 539,938 948,416 736,968 779,735 -0,4471 2,02E-04 2,06E-02 

ENSCAFG00000007235 5906,816 5889,014 6045,650 7400,721 6717,600 6804,726 -0,2298 2,07E-04 2,09E-02 

ENSCAFG00000001870 2355,592 2344,379 2295,622 2595,158 2875,107 2933,931 -0,2649 2,13E-04 2,14E-02 
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ENSCAFG00000012409 1150,229 1087,988 1072,787 924,369 847,979 911,521 0,3030 2,15E-04 2,14E-02 

ENSCAFG00000004443 263,774 330,683 322,545 187,567 227,620 212,040 0,5473 2,18E-04 2,15E-02 

ENSCAFG00000005212 2479,911 2624,030 2555,548 2257,537 1979,551 2111,112 0,2711 2,22E-04 2,17E-02 

ENSCAFG00000013968 5138,195 5360,330 5062,656 8405,887 5961,975 6380,645 -0,4149 2,27E-04 2,20E-02 

ENSCAFG00000011677 2251,811 2323,966 2163,296 3540,688 2543,005 2856,211 -0,4074 2,31E-04 2,21E-02 

ENSCAFG00000031999 6097,080 6001,283 6169,705 9186,936 7028,246 7236,410 -0,3603 2,32E-04 2,21E-02 

ENSCAFG00000023478 219,452 195,960 106,333 297,222 296,653 307,501 -0,7852 2,36E-04 2,23E-02 

ENSCAFG00000013121 618,356 596,046 578,927 1113,859 747,229 751,857 -0,5422 2,49E-04 2,27E-02 

ENSCAFG00000000374 382,689 473,571 385,164 514,607 566,252 651,328 -0,4802 2,46E-04 2,27E-02 

ENSCAFG00000018832 7000,831 7336,262 7138,522 6275,319 6031,007 6343,474 0,2035 2,49E-04 2,27E-02 

ENSCAFG00000006224 438,903 433,766 465,504 311,650 317,176 364,946 0,4270 2,45E-04 2,27E-02 

ENSCAFG00000008700 2386,942 2356,626 2379,507 1923,764 1915,183 2121,250 0,2566 2,57E-04 2,32E-02 

ENSCAFG00000015822 4918,743 5152,122 4970,500 4217,853 4337,847 4446,092 0,2102 2,63E-04 2,36E-02 

ENSCAFG00000018219 8639,691 8986,615 8275,109 13006,569 10034,887 10181,323 -0,3590 2,73E-04 2,43E-02 

ENSCAFG00000007270 391,337 354,157 381,619 534,806 499,086 461,251 -0,4073 2,78E-04 2,44E-02 

ENSCAFG00000006250 170,805 168,403 177,222 130,816 92,354 99,684 0,6794 2,79E-04 2,44E-02 

ENSCAFG00000017455 992,397 1024,709 942,824 1206,200 1153,028 1295,897 -0,3042 2,82E-04 2,45E-02 

ENSCAFG00000031209 1177,255 1130,854 1218,109 939,759 927,273 1009,515 0,2927 2,86E-04 2,47E-02 

ENSCAFG00000012028 772,945 828,749 762,057 630,033 644,613 620,071 0,3200 2,91E-04 2,49E-02 

ENSCAFG00000005078 3277,721 3263,963 3285,705 2758,678 2879,771 2853,676 0,2106 2,99E-04 2,52E-02 

ENSCAFG00000031552 2525,315 2408,678 2401,955 2122,874 2068,174 2072,252 0,2282 2,99E-04 2,52E-02 

ENSCAFG00000003397 983,749 992,049 988,901 1260,066 1152,095 1187,765 -0,2798 3,23E-04 2,70E-02 

ENSCAFG00000001002 116119,097 114476,513 114911,059 200113,794 130670,889 142015,596 -0,4525 3,33E-04 2,70E-02 

ENSCAFG00000016627 1769,667 1754,457 1690,702 1443,785 1405,836 1520,609 0,2548 3,32E-04 2,70E-02 

ENSCAFG00000019715 1299,413 1364,577 1330,350 1116,745 1106,384 1116,803 0,2583 3,34E-04 2,70E-02 

ENSCAFG00000025555 389,175 390,900 373,349 321,269 260,271 232,315 0,5056 3,30E-04 2,70E-02 

ENSCAFG00000031938 455,119 516,437 505,675 212,576 396,470 323,552 0,6628 3,43E-04 2,76E-02 

ENSCAFG00000005157 3349,070 3606,894 3458,201 3070,328 2747,303 2954,206 0,2477 3,78E-04 3,00E-02 
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ENSCAFG00000030441 1037,801 1125,751 1049,157 833,952 914,213 866,747 0,2974 3,78E-04 3,00E-02 

ENSCAFG00000003025 1690,750 1622,796 1711,969 2836,590 1985,148 2017,341 -0,4443 3,99E-04 3,12E-02 

ENSCAFG00000007621 247,559 238,827 276,467 177,948 162,319 190,921 0,5195 3,97E-04 3,12E-02 

ENSCAFG00000023062 447,552 386,817 453,690 535,768 595,171 553,333 -0,3884 4,05E-04 3,12E-02 

ENSCAFG00000019791 1967,497 2055,541 1993,162 1601,534 1769,655 1684,497 0,2510 4,02E-04 3,12E-02 

ENSCAFG00000014195 1837,772 1772,828 1878,558 1611,152 1436,620 1525,678 0,2631 4,29E-04 3,29E-02 

ENSCAFG00000015416 1072,394 1035,936 1027,890 811,828 853,576 899,694 0,2894 4,41E-04 3,33E-02 

ENSCAFG00000019919 877,806 915,502 879,024 750,268 731,370 697,791 0,2950 4,42E-04 3,33E-02 

ENSCAFG00000032121 837,808 884,883 939,279 696,403 710,847 740,030 0,3089 4,52E-04 3,39E-02 

ENSCAFG00000003564 76,754 102,063 128,782 135,625 206,164 197,679 -0,8145 4,62E-04 3,42E-02 

ENSCAFG00000032033 8264,570 8805,964 8809,139 7612,335 7429,380 7564,185 0,1951 4,62E-04 3,42E-02 

ENSCAFG00000019226 1358,870 1358,454 1415,417 1149,449 1141,833 1180,162 0,2510 4,71E-04 3,46E-02 

ENSCAFG00000013504 424,850 458,261 464,323 779,124 598,903 527,989 -0,4994 4,80E-04 3,48E-02 

ENSCAFG00000011943 1091,853 1099,215 1137,768 1592,877 1308,817 1305,189 -0,3374 4,78E-04 3,48E-02 

ENSCAFG00000013084 1852,907 1869,787 1899,825 1640,971 1480,465 1604,243 0,2506 4,94E-04 3,56E-02 

ENSCAFG00000008755 7364,061 7502,624 7346,463 6811,087 6056,195 5975,149 0,2376 5,04E-04 3,60E-02 

ENSCAFG00000032326 1516,703 1477,867 1459,132 979,196 1299,488 1185,230 0,3623 5,07E-04 3,60E-02 

ENSCAFG00000000121 1397,788 1437,042 1377,609 1764,092 1640,919 1617,759 -0,2532 5,17E-04 3,64E-02 

ENSCAFG00000008713 2438,832 2310,698 2453,941 2941,435 2867,644 2682,185 -0,2373 5,22E-04 3,64E-02 

ENSCAFG00000005849 2680,985 2765,897 2626,437 2988,568 3238,926 3229,605 -0,2282 5,20E-04 3,64E-02 

ENSCAFG00000008833 2060,467 2084,119 2068,777 2818,314 2332,176 2447,336 -0,2900 5,36E-04 3,69E-02 

ENSCAFG00000015444 1651,833 1560,538 1492,213 1824,690 1867,607 1894,848 -0,2478 5,34E-04 3,69E-02 

ENSCAFG00000007894 291,881 291,899 285,919 396,295 383,410 366,636 -0,3975 5,53E-04 3,70E-02 

ENSCAFG00000007160 569,709 575,633 603,738 764,696 715,512 700,325 -0,3181 5,41E-04 3,70E-02 

ENSCAFG00000003833 4780,370 4915,336 5063,837 4113,008 4410,611 4250,947 0,2082 5,54E-04 3,70E-02 

ENSCAFG00000004034 4554,432 4461,158 4406,932 3525,298 4073,845 3731,406 0,2444 5,54E-04 3,70E-02 

ENSCAFG00000031326 3649,599 3970,236 3870,539 3424,300 2421,732 2969,412 0,3824 5,53E-04 3,70E-02 

ENSCAFG00000006006 10542,326 11228,931 11298,524 9343,722 8916,375 9998,005 0,2267 5,61E-04 3,72E-02 



ANEXO I: MATERIAL SUPLEMENTARIO  

162  

 

  

ENSCAFG00000006973 399,986 392,941 446,601 287,603 322,773 321,017 0,4103 5,67E-04 3,74E-02 

ENSCAFG00000019536 3585,818 3662,007 3655,509 3205,953 3037,426 3216,088 0,2049 5,73E-04 3,75E-02 

ENSCAFG00000010370 11607,153 11224,849 11690,777 15737,353 13146,010 13010,500 -0,2791 6,06E-04 3,95E-02 

ENSCAFG00000024944 4745,776 4975,553 4639,685 7500,756 5458,225 5685,388 -0,3764 6,11E-04 3,96E-02 

ENSCAFG00000004773 1179,417 1255,370 1291,361 1057,108 1041,083 993,465 0,2694 6,29E-04 4,05E-02 

ENSCAFG00000004384 3368,528 3482,377 3415,668 4034,133 3901,264 3842,072 -0,1979 6,48E-04 4,11E-02 

ENSCAFG00000001521 2723,146 2757,732 2619,348 2428,752 2092,428 2258,104 0,2571 6,54E-04 4,11E-02 

ENSCAFG00000030544 1156,715 1005,317 1081,057 837,799 925,407 859,144 0,3062 6,43E-04 4,11E-02 

ENSCAFG00000002330 289,719 308,229 334,360 220,271 219,225 242,453 0,4490 6,51E-04 4,11E-02 

ENSCAFG00000019456 1296,170 1338,041 1400,058 1163,877 1015,896 1129,475 0,2854 6,66E-04 4,16E-02 

ENSCAFG00000002007 3310,152 3105,766 3305,790 5404,815 3906,861 3694,235 -0,4197 6,86E-04 4,27E-02 

ENSCAFG00000019591 2358,835 2328,049 2401,955 2072,856 2017,799 2041,840 0,2089 7,08E-04 4,38E-02 

ENSCAFG00000007492 3089,619 3035,343 3101,393 4116,855 3318,220 3819,263 -0,2867 7,40E-04 4,55E-02 

ENSCAFG00000005354 2220,461 2330,090 2139,666 1986,286 1846,151 1824,731 0,2427 7,53E-04 4,59E-02 

ENSCAFG00000016426 5976,003 6104,366 6037,379 5587,573 4895,704 4746,835 0,2507 7,54E-04 4,59E-02 

ENSCAFG00000000185 1229,145 1261,494 1284,272 1471,680 1472,070 1496,110 -0,2344 7,70E-04 4,63E-02 

ENSCAFG00000001047 3726,353 3653,842 3643,694 4214,005 4139,146 4174,917 -0,1845 7,68E-04 4,63E-02 

ENSCAFG00000017669 1764,261 1721,797 1628,084 1926,650 2042,053 2066,339 -0,2387 7,80E-04 4,67E-02 

ENSCAFG00000013102 2762,064 2800,599 2732,771 4469,866 3043,023 3438,266 -0,4005 7,92E-04 4,71E-02 

ENSCAFG00000003190 1511,297 1463,578 1417,780 1262,951 1160,491 1257,882 0,2550 7,96E-04 4,71E-02 

ENSCAFG00000000886 3140,428 3094,539 2861,552 3833,100 3478,674 3458,541 -0,2432 8,11E-04 4,72E-02 

ENSCAFG00000010304 9903,430 9791,889 9660,988 7871,081 8730,734 8752,795 0,2113 8,07E-04 4,72E-02 

ENSCAFG00000012082 3263,667 3283,355 3436,935 3099,184 2352,699 2379,753 0,3505 8,10E-04 4,72E-02 

ENSCAFG00000011727 1241,037 1204,339 1225,198 1669,827 1416,097 1419,235 -0,2952 8,27E-04 4,79E-02 

ENSCAFG00000019218 857,267 958,368 932,190 758,925 617,560 767,063 0,3580 8,49E-04 4,89E-02 

ENSCAFG00000017553 4039,856 2815,908 3453,475 2472,999 2918,952 2306,257 0,4213 8,52E-04 4,89E-02 
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Tabla S4. Genes diferencialmente expresados en las células DH82 infectadas por L. infantum BOS1FL1 con respecto al control de células no infectadas. 

ID_Gen 
Lecturas norm. 

BOS1 
Lecturas norm. 

BOS2 
Lecturas norm. 

BOS3 
Lecturas norm. 

NI1 
Lecturas norm. 

NI2 
Lecturas norm. 

NI3 
Log2FC p-Valor FDR 

ENSCAFG00000030931 6513,391 6484,288 7258,086 3421,439 4054,305 3955,399 0,8252 2,95E-23 3,02E-19 

ENSCAFG00000032469 1163,801 923,880 990,423 591,383 476,711 474,943 0,9976 3,12E-16 1,59E-12 

ENSCAFG00000013918 6308,968 5447,350 5635,922 3405,582 3983,748 3748,688 0,6430 1,09E-14 3,73E-11 

ENSCAFG00000030565 3637,418 3551,627 3749,953 2261,060 2683,874 2428,854 0,5689 2,97E-13 7,60E-10 

ENSCAFG00000007539 1030,764 743,443 873,562 513,029 490,280 423,265 0,8936 8,98E-12 1,84E-08 

ENSCAFG00000029853 4975,356 5059,069 5261,042 3912,081 3326,122 3383,662 0,5262 1,21E-11 2,05E-08 

ENSCAFG00000002576 1726,232 1888,872 1873,241 1248,993 1251,027 1359,207 0,5074 7,71E-11 1,13E-07 

ENSCAFG00000030025 2273,522 2354,808 2177,541 3001,688 2993,239 3058,010 -0,4116 1,51E-10 1,94E-07 

ENSCAFG00000008586 4361,008 4314,484 4642,028 3459,683 3357,782 3094,103 0,4264 9,96E-10 1,13E-06 

ENSCAFG00000009739 909,625 959,282 937,199 562,467 673,908 646,382 0,5750 3,05E-09 3,12E-06 

ENSCAFG00000012012 2260,542 2395,920 2433,246 1774,149 1820,909 1799,698 0,3939 4,36E-09 4,06E-06 

ENSCAFG00000018466 412,089 408,837 347,111 760,216 586,165 623,414 -0,7529 5,75E-09 4,90E-06 

ENSCAFG00000000643 7164,513 7045,011 6743,205 8563,858 8757,190 8926,306 -0,3250 8,26E-09 6,50E-06 

ENSCAFG00000005621 5007,804 4687,919 4804,013 3160,260 3715,089 3707,674 0,4541 9,06E-09 6,62E-06 

ENSCAFG00000017916 2582,859 2482,713 2602,174 1882,351 2033,485 1993,285 0,3757 2,58E-08 1,76E-05 

ENSCAFG00000019676 7100,699 7055,289 7188,664 5932,484 5579,418 5706,700 0,3100 3,05E-08 1,95E-05 

ENSCAFG00000001938 44201,715 44011,620 44643,071 34270,356 36076,259 37351,531 0,3028 4,42E-08 2,66E-05 

ENSCAFG00000000060 2766,731 2748,799 2830,110 2168,715 2270,483 2117,147 0,3483 6,94E-08 3,94E-05 

ENSCAFG00000008643 1048,070 1176,262 1023,977 1460,734 1454,557 1485,530 -0,4383 8,53E-08 4,59E-05 

ENSCAFG00000003989 6049,384 6318,698 6250,308 5110,704 4992,349 5093,130 0,2930 1,12E-07 5,73E-05 

ENSCAFG00000018622 1157,311 1083,760 1065,630 1695,795 1435,560 1474,046 -0,4773 1,21E-07 5,89E-05 

ENSCAFG00000023478 190,361 115,342 155,043 288,229 287,655 298,583 -0,9228 1,47E-07 6,85E-05 

ENSCAFG00000006091 2826,219 2805,899 2838,209 3771,232 3383,110 3625,645 -0,3478 1,93E-07 8,58E-05 

ENSCAFG00000032695 1027,519 974,128 940,670 1649,156 1295,351 1337,880 -0,5408 2,59E-07 1,10E-04 

ENSCAFG00000013410 965,868 983,264 933,728 1626,769 1253,741 1323,115 -0,5437 2,88E-07 1,18E-04 
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ENSCAFG00000003606 302,848 367,725 335,540 222,002 193,579 200,149 0,7085 3,21E-07 1,26E-04 

ENSCAFG00000008265 3511,953 3352,918 3552,100 2900,947 2628,695 2639,667 0,3509 3,99E-07 1,51E-04 

ENSCAFG00000007770 1669,989 1732,417 1472,907 2237,740 2090,473 2163,083 -0,4128 4,14E-07 1,51E-04 

ENSCAFG00000011405 2997,111 2900,685 2699,365 3815,072 3546,838 3604,318 -0,3509 4,31E-07 1,52E-04 

ENSCAFG00000004127 308,256 389,423 358,681 635,224 529,176 503,653 -0,6590 7,41E-07 2,53E-04 

ENSCAFG00000005073 1717,580 1866,031 1855,885 1412,230 1279,069 1456,000 0,3908 1,43E-06 4,70E-04 

ENSCAFG00000000374 308,256 405,411 357,524 499,038 549,077 632,437 -0,6515 1,60E-06 4,96E-04 

ENSCAFG00000015444 1461,241 1436,639 1423,154 1769,485 1810,959 1839,892 -0,3271 1,58E-06 4,96E-04 

ENSCAFG00000003871 2673,713 2628,889 2569,777 3283,387 3121,688 3263,901 -0,2965 1,76E-06 5,30E-04 

ENSCAFG00000007417 16382,983 17005,554 16809,417 20059,445 19532,487 19679,380 -0,2397 2,04E-06 5,96E-04 

ENSCAFG00000019187 4267,991 4250,532 4240,536 3602,398 3520,606 3472,253 0,2682 2,20E-06 6,25E-04 

ENSCAFG00000002588 374,233 368,867 443,145 250,918 272,277 259,209 0,5998 2,76E-06 7,62E-04 

ENSCAFG00000018931 801,465 726,313 732,404 597,912 459,524 492,169 0,5456 2,88E-06 7,76E-04 

ENSCAFG00000001870 2154,546 2198,354 1948,448 2516,642 2787,900 2848,839 -0,3719 3,73E-06 9,30E-04 

ENSCAFG00000023455 2772,139 2768,213 2731,762 3754,442 3360,496 3303,275 -0,3325 3,65E-06 9,30E-04 

ENSCAFG00000010639 7491,156 7352,210 7082,216 9061,963 8632,359 8641,669 -0,2643 3,55E-06 9,30E-04 

ENSCAFG00000032206 5438,281 5385,682 5196,248 9696,253 6838,587 6847,712 -0,5454 3,83E-06 9,33E-04 

ENSCAFG00000007338 235,789 239,820 278,846 135,253 148,350 169,798 0,7318 4,19E-06 9,95E-04 

ENSCAFG00000014175 1773,823 1875,167 1826,960 2216,287 2285,861 2242,650 -0,3008 4,68E-06 1,09E-03 

ENSCAFG00000030829 464,006 330,039 393,392 166,035 188,152 282,177 0,8977 4,81E-06 1,09E-03 

ENSCAFG00000006404 3004,683 3182,760 3134,410 2022,268 2281,338 2620,800 0,4284 5,35E-06 1,19E-03 

ENSCAFG00000000160 1479,628 1497,165 1542,329 1246,195 1102,677 1179,565 0,3570 5,78E-06 1,26E-03 

ENSCAFG00000018219 7984,365 8245,255 7602,883 12613,058 9730,513 9886,036 -0,4354 8,09E-06 1,67E-03 

ENSCAFG00000000192 1068,620 1083,760 984,638 1305,893 1318,870 1397,760 -0,3588 8,15E-06 1,67E-03 

ENSCAFG00000012922 2513,637 2459,873 2478,371 2010,142 1962,928 2108,944 0,2928 8,05E-06 1,67E-03 

ENSCAFG00000015925 1289,266 1244,782 1287,781 1717,249 1587,529 1536,388 -0,3406 1,06E-05 2,08E-03 

ENSCAFG00000018487 3369,182 3290,108 3149,452 4296,387 3773,887 4153,907 -0,3175 1,06E-05 2,08E-03 

ENSCAFG00000008028 564,595 590,415 525,294 919,722 714,614 757,120 -0,5085 1,27E-05 2,44E-03 
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ENSCAFG00000008700 2410,885 2443,885 2340,684 1865,561 1857,092 2059,728 0,3150 1,29E-05 2,44E-03 

ENSCAFG00000011187 1689,458 1726,707 1646,462 2553,953 2020,820 2149,138 -0,4091 1,40E-05 2,54E-03 

ENSCAFG00000002758 1394,181 1466,331 1297,037 1989,621 1673,464 1782,472 -0,3891 1,41E-05 2,54E-03 

ENSCAFG00000006979 1194,086 1277,900 1196,375 827,376 991,414 954,808 0,4028 1,37E-05 2,54E-03 

ENSCAFG00000008284 1101,068 1226,510 1082,986 1882,351 1396,664 1519,162 -0,4922 1,47E-05 2,60E-03 

ENSCAFG00000003169 5130,025 5139,010 4944,014 6626,473 5796,516 6234,962 -0,2944 1,67E-05 2,89E-03 

ENSCAFG00000003717 1169,209 1124,872 1180,177 1475,659 1412,042 1435,493 -0,3153 1,70E-05 2,89E-03 

ENSCAFG00000018731 825,260 859,928 784,470 1020,462 1049,307 1120,505 -0,3698 1,73E-05 2,89E-03 

ENSCAFG00000011677 2174,014 2039,616 2045,639 3433,565 2465,871 2773,373 -0,4703 1,87E-05 3,08E-03 

ENSCAFG00000030120 2901,931 3041,152 3133,253 2317,027 2474,013 2572,404 0,3013 2,02E-05 3,18E-03 

ENSCAFG00000032027 3439,486 3552,769 3687,473 2554,886 2952,533 2967,780 0,3332 1,98E-05 3,18E-03 

ENSCAFG00000013182 272,563 219,264 230,250 123,127 174,583 114,839 0,8097 1,99E-05 3,18E-03 

ENSCAFG00000031868 947,481 912,460 922,158 1089,488 1254,645 1284,561 -0,3837 2,25E-05 3,48E-03 

ENSCAFG00000031999 5639,458 5885,879 5568,814 8908,987 6815,068 7026,534 -0,4123 2,47E-05 3,69E-03 

ENSCAFG00000014345 61021,665 62071,242 60210,988 76357,413 68225,758 80422,887 -0,2957 2,50E-05 3,69E-03 

ENSCAFG00000029394 11658,558 11618,730 11816,807 9910,793 10294,968 9975,447 0,2176 2,43E-05 3,69E-03 

ENSCAFG00000019798 3620,113 3800,583 3660,861 2511,978 3044,799 3060,471 0,3626 2,53E-05 3,69E-03 

ENSCAFG00000016129 8219,072 8318,344 8391,981 7297,142 6930,853 7062,626 0,2276 2,58E-05 3,71E-03 

ENSCAFG00000005883 439,129 473,931 468,600 635,224 606,065 600,446 -0,4148 2,61E-05 3,71E-03 

ENSCAFG00000013121 576,492 533,315 538,022 1080,160 724,565 730,051 -0,6204 2,80E-05 3,90E-03 

ENSCAFG00000003776 7752,903 8113,925 7326,351 12819,203 9044,845 10081,263 -0,4618 2,83E-05 3,90E-03 

ENSCAFG00000017315 2892,196 3081,122 2879,862 3573,482 3436,480 3665,019 -0,2701 3,10E-05 4,22E-03 

ENSCAFG00000004820 849,055 881,626 823,810 1072,698 1063,780 1076,210 -0,3307 3,28E-05 4,41E-03 

ENSCAFG00000012775 3138,801 3199,890 3174,906 2534,365 2723,675 2679,040 0,2612 3,35E-05 4,44E-03 

ENSCAFG00000016863 34935,655 35518,550 35461,992 30488,864 31098,383 30796,659 0,1972 3,40E-05 4,45E-03 

ENSCAFG00000007669 1426,629 1460,621 1427,782 1869,292 1718,692 1729,974 -0,3013 3,48E-05 4,50E-03 

ENSCAFG00000011698 1844,127 1755,257 1735,554 3031,537 2170,980 2247,572 -0,4814 3,88E-05 4,96E-03 

ENSCAFG00000008894 2177,259 2262,306 2027,127 2689,206 2529,192 2740,561 -0,2996 4,05E-05 5,11E-03 
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ENSCAFG00000012813 209,830 219,264 258,019 420,684 298,510 356,823 -0,6474 4,39E-05 5,48E-03 

ENSCAFG00000013504 426,150 385,997 418,847 755,552 580,737 512,676 -0,5856 4,78E-05 5,61E-03 

ENSCAFG00000011751 3062,007 2984,052 2771,101 5060,334 3611,063 3648,613 -0,4824 4,75E-05 5,61E-03 

ENSCAFG00000012327 2837,035 2979,484 2834,738 3501,658 3421,103 3366,436 -0,2501 4,57E-05 5,61E-03 

ENSCAFG00000008630 3064,171 3051,430 3174,906 2367,397 2680,256 2562,560 0,2876 4,75E-05 5,61E-03 

ENSCAFG00000025555 396,947 382,571 393,392 311,549 252,376 225,577 0,5733 4,62E-05 5,61E-03 

ENSCAFG00000008833 1968,511 1951,682 1880,183 2733,047 2261,437 2376,356 -0,3454 4,95E-05 5,75E-03 

ENSCAFG00000006099 454,272 452,233 418,847 599,778 572,596 581,580 -0,4037 5,44E-05 6,25E-03 

ENSCAFG00000001611 2909,502 3005,750 2903,003 2462,541 2189,976 2516,625 0,2985 6,17E-05 6,99E-03 

ENSCAFG00000016475 1483,954 1411,515 1339,848 885,209 1063,780 1184,487 0,4340 6,22E-05 6,99E-03 

ENSCAFG00000020200 464,006 455,659 474,385 881,478 605,161 605,368 -0,5848 6,70E-05 7,31E-03 

ENSCAFG00000013968 5029,436 5048,791 4697,566 8151,569 5781,139 6195,588 -0,4459 6,72E-05 7,31E-03 

ENSCAFG00000032748 3754,231 3678,389 3483,835 4579,020 4361,860 4178,515 -0,2649 6,67E-05 7,31E-03 

ENSCAFG00000005037 2112,363 2064,740 2219,195 1773,216 1748,543 1792,316 0,2673 7,44E-05 7,95E-03 

ENSCAFG00000019715 1319,551 1317,870 1314,393 1082,958 1072,826 1084,413 0,2864 7,54E-05 7,95E-03 

ENSCAFG00000006349 767,935 745,727 760,173 614,702 575,310 590,603 0,3530 7,47E-05 7,95E-03 

ENSCAFG00000015190 29339,461 29331,183 29718,466 26484,437 25096,528 24969,378 0,2075 7,63E-05 7,96E-03 

ENSCAFG00000001211 15018,005 15533,513 16495,860 10428,486 12941,754 13255,754 0,3612 7,94E-05 8,20E-03 

ENSCAFG00000000886 3009,009 2802,473 2756,059 3717,130 3373,160 3358,234 -0,2860 8,18E-05 8,37E-03 

ENSCAFG00000018924 752,793 782,271 780,999 578,324 606,970 627,516 0,3527 8,69E-05 8,80E-03 

ENSCAFG00000002663 3574,685 3666,969 3450,281 4195,647 4123,053 4246,599 -0,2329 8,78E-05 8,80E-03 

ENSCAFG00000008713 2333,010 2296,566 2200,682 2852,443 2780,663 2604,395 -0,2699 8,97E-05 8,83E-03 

ENSCAFG00000007235 5682,722 5853,903 5450,796 7176,813 6513,844 6607,370 -0,2568 8,98E-05 8,83E-03 

ENSCAFG00000013102 2659,652 2582,067 2441,346 4334,631 2950,724 3338,547 -0,4674 9,38E-05 8,96E-03 

ENSCAFG00000007160 552,697 518,469 561,162 741,561 693,809 680,014 -0,3734 9,31E-05 8,96E-03 

ENSCAFG00000006224 428,313 433,961 473,228 302,221 307,555 354,362 0,4682 9,21E-05 8,96E-03 

ENSCAFG00000004443 313,664 269,513 312,400 181,892 220,716 205,891 0,5572 1,00E-04 9,48E-03 

ENSCAFG00000001047 3409,201 3585,887 3259,370 4086,511 4013,599 4053,833 -0,2451 1,05E-04 9,87E-03 
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ENSCAFG00000014882 1640,786 1582,815 1653,404 1423,423 1106,295 1223,040 0,3784 1,09E-04 1,01E-02 

ENSCAFG00000005560 3027,396 2833,307 2627,628 4999,704 3317,981 3655,176 -0,4960 1,12E-04 1,02E-02 

ENSCAFG00000004496 1193,004 1188,824 1056,374 1811,460 1404,805 1414,166 -0,4289 1,12E-04 1,02E-02 

ENSCAFG00000002554 1264,389 1289,320 1309,765 1484,054 1630,949 1616,775 -0,2929 1,13E-04 1,02E-02 

ENSCAFG00000017669 1665,663 1604,513 1579,354 1868,359 1980,115 2006,409 -0,2719 1,17E-04 1,05E-02 

ENSCAFG00000018615 5045,660 4938,017 4876,906 5825,214 5669,876 5709,982 -0,2113 1,19E-04 1,06E-02 

ENSCAFG00000004176 1466,649 1482,319 1378,030 1846,905 1707,838 1725,053 -0,2868 1,22E-04 1,08E-02 

ENSCAFG00000031552 2349,234 2505,553 2376,552 2058,647 2005,443 2012,151 0,2511 1,27E-04 1,11E-02 

ENSCAFG00000014475 1412,569 1355,557 1478,692 1206,085 1125,291 1119,685 0,2996 1,32E-04 1,15E-02 

ENSCAFG00000002001 2212,952 2165,236 2032,912 2497,986 2584,371 2573,224 -0,2558 1,37E-04 1,18E-02 

ENSCAFG00000003397 953,971 967,276 857,364 1221,942 1117,150 1153,316 -0,3294 1,45E-04 1,22E-02 

ENSCAFG00000008101 8260,173 7572,616 7543,874 8925,777 9538,743 9181,414 -0,2419 1,45E-04 1,22E-02 

ENSCAFG00000029842 3653,642 3349,492 3571,770 3153,731 2652,214 2633,925 0,3257 1,45E-04 1,22E-02 

ENSCAFG00000004530 1370,386 1320,154 1354,889 1578,265 1658,990 1631,540 -0,2673 1,54E-04 1,28E-02 

ENSCAFG00000015351 1324,959 1233,362 1338,690 887,074 1104,486 1031,094 0,3662 1,63E-04 1,34E-02 

ENSCAFG00000023062 399,110 427,109 418,847 519,559 577,119 537,285 -0,3925 1,80E-04 1,44E-02 

ENSCAFG00000004186 4991,580 4890,053 4823,682 6080,796 5482,629 5769,042 -0,2370 1,82E-04 1,44E-02 

ENSCAFG00000028636 10091,321 10600,064 11791,352 9222,401 8887,449 8907,440 0,2657 1,79E-04 1,44E-02 

ENSCAFG00000005770 2519,045 2526,109 2721,348 2115,546 2043,435 2265,618 0,2732 1,82E-04 1,44E-02 

ENSCAFG00000004510 486,720 507,049 518,352 422,550 344,643 337,136 0,4546 1,79E-04 1,44E-02 

ENSCAFG00000013940 1845,208 1677,601 1688,115 2895,351 2066,049 2142,576 -0,4467 1,85E-04 1,46E-02 

ENSCAFG00000016982 1078,354 1014,098 985,795 1426,221 1228,413 1238,625 -0,3382 1,88E-04 1,46E-02 

ENSCAFG00000019954 1049,151 1123,730 1107,283 1318,952 1321,584 1340,340 -0,2797 1,91E-04 1,47E-02 

ENSCAFG00000003483 726,835 677,207 719,676 405,760 560,836 554,510 0,4805 1,90E-04 1,47E-02 

ENSCAFG00000000245 3656,887 3730,921 3627,307 4340,228 4281,353 4159,649 -0,2144 2,05E-04 1,55E-02 

ENSCAFG00000019704 2027,999 2166,378 2067,623 1833,846 1687,032 1660,250 0,2736 2,05E-04 1,55E-02 

ENSCAFG00000010769 842,566 802,827 765,958 1019,529 990,510 979,416 -0,3094 2,20E-04 1,65E-02 

ENSCAFG00000016456 2588,267 2865,283 2971,268 2303,968 2264,151 2391,121 0,2753 2,27E-04 1,69E-02 
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ENSCAFG00000006065 5572,399 5341,144 5477,408 4371,009 4821,385 4731,385 0,2353 2,29E-04 1,70E-02 

ENSCAFG00000000094 2066,936 2059,030 2074,565 2448,549 2390,792 2425,573 -0,2285 2,32E-04 1,71E-02 

ENSCAFG00000000445 1929,573 1894,582 1917,208 2344,077 2171,884 2300,070 -0,2475 2,34E-04 1,71E-02 

ENSCAFG00000028476 10095,647 10337,403 10211,998 8928,575 9143,444 8544,875 0,2034 2,42E-04 1,76E-02 

ENSCAFG00000002105 2573,125 2505,553 2714,406 1953,242 2200,831 2237,729 0,2856 2,44E-04 1,76E-02 

ENSCAFG00000010476 5618,908 6289,006 5684,517 6926,828 6799,690 7046,221 -0,2398 2,57E-04 1,84E-02 

ENSCAFG00000013324 1527,218 1543,987 1416,212 1736,837 1797,390 1915,358 -0,2805 2,65E-04 1,88E-02 

ENSCAFG00000006790 2371,947 2479,287 2417,048 2947,586 2842,175 2760,248 -0,2342 2,72E-04 1,89E-02 

ENSCAFG00000015266 6347,906 6380,366 6335,928 5577,095 5288,145 5644,359 0,2075 2,70E-04 1,89E-02 

ENSCAFG00000031938 472,659 480,783 476,699 206,144 384,444 314,168 0,6597 2,71E-04 1,89E-02 

ENSCAFG00000019218 862,035 947,862 909,430 735,964 598,829 744,816 0,3863 2,82E-04 1,95E-02 

ENSCAFG00000023287 772,262 749,153 797,198 1003,672 930,808 937,582 -0,3086 2,88E-04 1,97E-02 

ENSCAFG00000020062 1535,871 1710,719 1541,172 2431,759 1871,566 1942,427 -0,3833 2,91E-04 1,99E-02 

ENSCAFG00000018282 5093,251 5036,229 4775,087 5739,399 5725,960 5741,973 -0,2072 3,00E-04 2,03E-02 

ENSCAFG00000015043 79633,824 80046,355 81471,522 91402,230 88711,667 92812,423 -0,1786 3,06E-04 2,06E-02 

ENSCAFG00000010241 3543,319 3764,039 3829,789 3072,579 3207,623 3216,325 0,2297 3,21E-04 2,15E-02 

ENSCAFG00000011821 13455,094 13195,835 13526,906 11533,831 11637,357 12094,235 0,1881 3,40E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000015228 521,331 553,871 498,682 852,561 584,355 768,604 -0,4867 3,48E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000007907 509,433 462,511 437,360 609,106 583,451 633,258 -0,3732 3,54E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000006211 616,512 677,207 644,469 838,570 792,408 792,392 -0,3223 3,52E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000014559 3051,191 3087,974 2960,855 3471,809 3597,495 3488,658 -0,2143 3,44E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000000240 1929,573 1966,528 1941,506 1570,802 1684,319 1668,453 0,2454 3,51E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000016734 2105,874 1980,232 2164,814 1646,358 1819,100 1729,154 0,2670 3,54E-04 2,26E-02 

ENSCAFG00000010768 1287,103 1348,705 1371,087 1540,021 1604,716 1678,297 -0,2681 3,57E-04 2,27E-02 

ENSCAFG00000014584 184,953 192,998 211,738 310,616 270,468 261,670 -0,5148 3,67E-04 2,32E-02 

ENSCAFG00000013421 1127,026 1251,634 1129,267 1344,137 1471,743 1507,678 -0,3021 3,76E-04 2,33E-02 

ENSCAFG00000010370 11201,042 11005,475 11136,470 15261,222 12747,270 12633,160 -0,2855 3,73E-04 2,33E-02 

ENSCAFG00000001432 1684,050 1633,063 1681,173 2090,361 1917,699 1947,349 -0,2525 3,73E-04 2,33E-02 
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ENSCAFG00000010883 196,851 196,424 189,754 289,162 248,758 286,278 -0,4995 3,96E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000006941 1781,394 1725,565 1675,388 2603,390 1959,309 2122,069 -0,3669 3,94E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000007617 842,566 901,040 753,230 1134,261 983,273 1063,085 -0,3489 4,02E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000011265 9765,759 9845,200 9484,223 12210,097 11393,122 10661,202 -0,2358 3,97E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000014597 18796,031 19645,863 18661,831 22518,254 21410,385 21433,143 -0,1948 3,81E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000001480 2976,561 3003,466 2916,887 2634,172 2368,177 2530,569 0,2402 3,99E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000004034 4361,008 4264,236 4496,241 3418,641 3950,279 3623,185 0,2554 4,00E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000005088 1102,150 1149,996 1114,226 953,302 903,670 920,356 0,2776 3,84E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000019791 1869,003 1974,522 2105,805 1553,080 1715,979 1635,642 0,2782 3,87E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000013762 5827,657 5485,036 5966,834 5287,000 4276,830 4037,427 0,3455 4,00E-04 2,35E-02 

ENSCAFG00000003518 2703,998 2406,198 2496,883 3214,362 3046,608 2889,853 -0,2661 4,07E-04 2,37E-02 

ENSCAFG00000031319 179,545 179,294 175,869 367,516 234,285 244,444 -0,6608 4,11E-04 2,38E-02 

ENSCAFG00000006052 512,678 586,989 585,460 867,486 685,668 699,700 -0,4187 4,29E-04 2,47E-02 

ENSCAFG00000018832 6937,377 6829,173 6921,388 6085,460 5848,077 6159,496 0,1933 4,40E-04 2,52E-02 

ENSCAFG00000006695 519,168 539,025 444,302 765,813 570,787 734,152 -0,4626 4,47E-04 2,54E-02 

ENSCAFG00000001308 1316,306 1422,935 1288,938 1857,166 1585,720 1576,582 -0,3170 4,59E-04 2,59E-02 

ENSCAFG00000014278 489,964 464,795 423,475 898,268 502,944 693,958 -0,6037 4,63E-04 2,60E-02 

ENSCAFG00000032033 8080,628 8461,094 8497,271 7382,025 7204,035 7344,803 0,1912 4,66E-04 2,60E-02 

ENSCAFG00000007775 635,980 647,515 585,460 743,426 767,984 916,255 -0,3781 5,10E-04 2,83E-02 

ENSCAFG00000019116 208,749 218,122 224,465 140,850 142,018 164,877 0,5384 5,21E-04 2,88E-02 

ENSCAFG00000009264 214,157 187,288 168,927 286,364 241,522 302,684 -0,5417 5,31E-04 2,92E-02 

ENSCAFG00000001007 464,006 483,067 479,013 312,481 356,403 397,016 0,4181 5,35E-04 2,92E-02 

ENSCAFG00000005749 8241,786 7869,537 8102,722 7436,126 6481,280 6206,252 0,2671 5,45E-04 2,96E-02 

ENSCAFG00000019226 1280,613 1346,421 1478,692 1114,673 1107,200 1145,934 0,2853 5,64E-04 3,05E-02 

ENSCAFG00000031890 10933,887 11054,581 10973,328 9456,529 9547,789 9997,594 0,1846 5,72E-04 3,08E-02 

ENSCAFG00000001757 139,526 198,708 172,398 380,574 213,480 260,029 -0,7421 5,76E-04 3,08E-02 

ENSCAFG00000029621 1255,737 1256,202 1174,391 1466,331 1551,346 1419,087 -0,2669 5,83E-04 3,10E-02 

ENSCAFG00000000185 1233,023 1203,670 1198,689 1427,154 1427,419 1452,719 -0,2447 5,85E-04 3,10E-02 
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ENSCAFG00000025580 215,238 253,524 237,192 326,473 327,456 309,246 -0,4486 5,95E-04 3,14E-02 

ENSCAFG00000003816 1585,624 1498,307 1634,892 1373,986 1204,894 1306,709 0,2804 6,03E-04 3,16E-02 

ENSCAFG00000002416 302,848 272,939 285,788 418,818 368,162 369,127 -0,4230 6,08E-04 3,17E-02 

ENSCAFG00000032121 864,198 814,248 888,604 675,333 689,286 718,567 0,3009 6,17E-04 3,19E-02 

ENSCAFG00000011629 817,689 758,289 868,934 498,105 658,531 666,889 0,4221 6,17E-04 3,19E-02 

ENSCAFG00000019825 1598,604 1534,851 1618,693 1793,737 1951,168 1888,289 -0,2455 6,35E-04 3,24E-02 

ENSCAFG00000000507 3197,207 3276,404 3233,915 3558,558 3899,623 3861,887 -0,2219 6,34E-04 3,24E-02 

ENSCAFG00000010491 4918,032 4856,935 4841,038 4357,951 4256,025 4199,022 0,1901 6,36E-04 3,24E-02 

ENSCAFG00000007894 270,400 299,205 263,804 384,306 371,780 356,002 -0,4157 6,52E-04 3,29E-02 

ENSCAFG00000015715 1189,759 1316,728 1277,368 1099,748 1001,364 1001,564 0,2865 6,50E-04 3,29E-02 

ENSCAFG00000032626 2673,713 2779,633 2714,406 2150,059 2294,907 2444,440 0,2451 6,66E-04 3,34E-02 

ENSCAFG00000015237 1619,154 1740,411 1595,552 1947,646 1981,924 1922,741 -0,2401 6,70E-04 3,34E-02 

ENSCAFG00000006703 1608,338 1728,991 1571,255 1877,687 1943,932 2020,354 -0,2515 6,79E-04 3,36E-02 

ENSCAFG00000005849 2630,449 2652,871 2576,719 2898,149 3140,684 3135,937 -0,2233 6,81E-04 3,36E-02 

ENSCAFG00000005078 3111,761 3188,470 3199,204 2675,215 2792,423 2770,912 0,2053 6,91E-04 3,40E-02 

ENSCAFG00000003550 10319,538 10693,708 11369,034 10045,113 7310,775 7956,733 0,3554 7,03E-04 3,44E-02 

ENSCAFG00000004973 233,625 247,814 204,795 333,935 313,888 296,122 -0,4587 7,60E-04 3,69E-02 

ENSCAFG00000009242 385,049 428,251 381,822 533,550 550,886 474,123 -0,3824 7,64E-04 3,69E-02 

ENSCAFG00000010917 3164,759 3132,512 3093,914 4468,951 3490,755 3695,369 -0,3114 7,66E-04 3,69E-02 

ENSCAFG00000008371 684,652 694,337 667,610 838,570 793,312 899,029 -0,3069 7,74E-04 3,71E-02 

ENSCAFG00000030307 723,590 757,147 711,577 847,897 892,815 976,956 -0,3107 7,81E-04 3,73E-02 

ENSCAFG00000011326 750,630 704,615 696,536 910,394 846,682 880,162 -0,2930 7,91E-04 3,73E-02 

ENSCAFG00000006006 10385,516 10590,928 10799,773 9061,030 8645,928 9708,035 0,2129 7,90E-04 3,73E-02 

ENSCAFG00000004620 4165,239 4177,444 4202,354 3339,354 3640,010 3756,070 0,2245 7,84E-04 3,73E-02 

ENSCAFG00000013490 3266,430 3461,408 3298,709 3833,728 3812,783 3867,629 -0,1997 7,97E-04 3,74E-02 

ENSCAFG00000019016 7122,331 7391,038 6944,529 7715,028 8689,347 8963,219 -0,2416 8,44E-04 3,90E-02 

ENSCAFG00000012052 3882,941 3768,607 3800,863 3222,757 3380,397 3376,280 0,1986 8,46E-04 3,90E-02 

ENSCAFG00000018376 2099,384 2226,904 2369,609 1530,693 1848,951 1949,810 0,3287 8,40E-04 3,90E-02 
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ENSCAFG00000000820 1869,003 1828,345 2185,641 1774,149 1188,612 1383,815 0,4369 8,39E-04 3,90E-02 

ENSCAFG00000015822 4726,589 4751,871 5198,562 4090,243 4206,274 4317,143 0,2184 8,83E-04 4,03E-02 

ENSCAFG00000019919 837,158 863,354 875,876 727,569 709,187 677,553 0,2855 8,81E-04 4,03E-02 

ENSCAFG00000012374 1143,250 1084,902 1165,135 1494,314 1268,214 1383,815 -0,2890 9,35E-04 4,25E-02 

ENSCAFG00000004076 12825,604 12826,968 12506,400 13981,447 14420,734 14544,416 -0,1705 9,46E-04 4,28E-02 

ENSCAFG00000011356 453,190 400,843 378,351 543,811 492,089 575,018 -0,3861 9,60E-04 4,33E-02 

ENSCAFG00000002825 786,323 808,538 797,198 1067,101 909,098 972,854 -0,3018 9,67E-04 4,34E-02 

ENSCAFG00000004354 1241,676 1226,510 1302,822 1409,431 1571,247 1533,107 -0,2597 9,79E-04 4,34E-02 

ENSCAFG00000017181 1770,578 1612,507 1800,348 2164,984 2000,920 2010,511 -0,2526 9,79E-04 4,34E-02 

ENSCAFG00000016387 1661,336 1529,141 1596,709 1831,981 1968,355 1857,118 -0,2408 9,79E-04 4,34E-02 

ENSCAFG00000011943 1130,271 1015,240 1100,341 1544,685 1269,119 1267,335 -0,3297 9,87E-04 4,34E-02 

ENSCAFG00000006491 22726,563 22739,546 22800,548 18853,360 20604,409 20406,970 0,1894 9,89E-04 4,34E-02 

ENSCAFG00000000121 1416,895 1362,409 1316,707 1710,719 1591,147 1570,840 -0,2500 1,00E-03 4,37E-02 

ENSCAFG00000008123 5584,297 5654,053 5248,315 8849,289 6010,901 6704,983 -0,3873 1,01E-03 4,40E-02 

ENSCAFG00000015300 5160,310 5268,056 5013,436 6358,765 5775,711 5778,065 -0,2140 1,03E-03 4,45E-02 

ENSCAFG00000017913 3004,683 2961,212 3187,634 2123,941 2703,775 2570,763 0,3068 1,03E-03 4,45E-02 

ENSCAFG00000018577 1468,812 1434,355 1441,667 1715,383 1688,841 1668,453 -0,2232 1,04E-03 4,46E-02 

ENSCAFG00000030576 1031,846 1044,932 1114,226 866,553 862,965 916,255 0,2697 1,05E-03 4,48E-02 

ENSCAFG00000019974 2543,921 2576,357 2426,304 2989,562 2844,888 2893,134 -0,2096 1,06E-03 4,51E-02 

ENSCAFG00000008582 7289,979 7087,265 7118,085 7694,506 8806,942 8586,710 -0,2230 1,07E-03 4,53E-02 

ENSCAFG00000001866 2647,755 2606,049 2673,910 3054,856 3133,448 2943,991 -0,2039 1,07E-03 4,53E-02 

ENSCAFG00000004944 290,950 276,365 276,532 362,852 358,212 382,251 -0,3869 1,10E-03 4,63E-02 

ENSCAFG00000018946 1294,674 1149,996 1229,929 1094,152 950,708 931,840 0,3047 1,14E-03 4,77E-02 

ENSCAFG00000012666 301,766 269,513 268,432 439,340 360,021 346,159 -0,4462 1,15E-03 4,78E-02 

ENSCAFG00000010793 482,393 465,937 441,988 373,112 358,212 360,104 0,3498 1,15E-03 4,78E-02 

ENSCAFG00000006266 947,481 970,702 861,992 1377,717 1024,883 1186,127 -0,3679 1,16E-03 4,79E-02 

ENSCAFG00000007179 947,481 1079,192 953,398 1200,489 1198,562 1200,893 -0,2728 1,16E-03 4,79E-02 

ENSCAFG00000002921 7001,192 6789,203 6797,586 8135,712 7917,745 7477,689 -0,1926 1,18E-03 4,85E-02 
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ENSCAFG00000006022 256,339 275,223 285,788 465,457 317,506 373,228 -0,5001 1,19E-03 4,85E-02 

ENSCAFG00000007083 1137,842 1261,912 1123,482 1353,465 1450,938 1424,829 -0,2637 1,20E-03 4,85E-02 

ENSCAFG00000005707 2005,285 1925,416 1899,853 2121,143 2445,971 2375,536 -0,2520 1,21E-03 4,85E-02 

ENSCAFG00000001100 2701,835 2842,443 2786,142 3061,386 3261,897 3334,445 -0,2136 1,21E-03 4,85E-02 

ENSCAFG00000003967 15052,616 15604,317 15504,280 13655,907 13754,062 13824,209 0,1628 1,20E-03 4,85E-02 

ENSCAFG00000024219 1720,824 1754,115 1767,951 1393,574 1487,121 1556,075 0,2403 1,21E-03 4,85E-02 

ENSCAFG00000013170 853,382 883,910 904,802 1004,605 1080,063 1095,896 -0,2683 1,23E-03 4,93E-02 

ENSCAFG00000006370 2079,915 2119,556 2061,838 2378,590 2436,925 2387,020 -0,2020 1,26E-03 4,97E-02 

ENSCAFG00000002366 14501,001 15197,764 14790,389 13465,620 12948,991 13120,407 0,1703 1,27E-03 4,97E-02 

ENSCAFG00000016880 4372,906 4933,449 4729,963 4045,469 4045,259 4014,459 0,2134 1,27E-03 4,97E-02 

ENSCAFG00000014567 7045,537 7033,591 7564,700 5453,968 6289,510 6443,313 0,2509 1,26E-03 4,97E-02 

ENSCAFG00000015002 3667,703 3685,241 3845,987 2751,703 3305,317 3258,159 0,2654 1,27E-03 4,97E-02 

ENSCAFG00000029475 981,010 1064,346 1099,184 500,903 876,533 807,978 0,5242 1,28E-03 5,00E-02 
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Tabla S5. Términos GO enriquecidos en la categoría de procesos biológicos en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 con respecto al control 
de células no infectadas. 

ID_GO Descripción término GO (Procesos biológicos) Nº genes ref Nº DEG BCN-NI 
Nº de genes 
esperados 

FC p-Valor FDR 

GO:0043407 Negative regulation of MAP kinase activity 51 6 0,48 12,41 1,54E-05 5,01E-03 

GO:0001755 Neural crest cell migration 48 5 0,45 10,99 1,38E-04 2,09E-02 

GO:0061180 Mammary gland epithelium development 49 5 0,46 10,77 1,51E-04 2,18E-02 

GO:0007229 Integrin-mediated signaling pathway 74 6 0,7 8,56 1,07E-04 1,88E-02 

GO:0071901 
Negative regulation of protein serine/threonine 

kinase activity 
94 7 0,89 7,86 4,70E-05 1,14E-02 

GO:0030879 Mammary gland development 87 6 0,82 7,28 2,45E-04 3,10E-02 

GO:0050731 
Positive regulation of peptidyl-tyrosine 

phosphorylation 
138 9 1,31 6,88 1,06E-05 4,20E-03 

GO:0048762 Mesenchymal cell differentiation 111 7 1,05 6,65 1,26E-04 2,00E-02 

GO:0001667 Ameboidal-type cell migration 143 9 1,36 6,64 1,39E-05 4,61E-03 

GO:0051607 Defense response to virus 112 7 1,06 6,59 1,33E-04 2,04E-02 

GO:0043409 Negative regulation of MAPK cascade 118 7 1,12 6,26 1,81E-04 2,48E-02 

GO:0050730 Regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 190 11 1,8 6,11 3,26E-06 2,59E-03 

GO:0006469 Negative regulation of protein kinase activity 164 9 1,55 5,79 3,87E-05 9,87E-03 

GO:0043405 Regulation of MAP kinase activity 209 11 1,98 5,55 7,73E-06 3,45E-03 

GO:0051348 Negative regulation of transferase activity 197 10 1,87 5,36 2,71E-05 7,59E-03 

GO:0033673 Negative regulation of kinase activity 178 9 1,69 5,33 7,07E-05 1,42E-02 

GO:0007411 Axon guidance 182 9 1,72 5,22 8,32E-05 1,61E-02 

GO:0097485 Neuron projection guidance 183 9 1,73 5,19 8,66E-05 1,63E-02 

GO:0050920 Regulation of chemotaxis 173 8 1,64 4,88 3,19E-04 3,93E-02 

GO:0070663 Regulation of leukocyte proliferation 179 8 1,7 4,72 3,97E-04 4,81E-02 

GO:0030335 Positive regulation of cell migration 382 16 3,62 4,42 1,18E-06 1,41E-03 

GO:0071900 
Regulation of protein serine/threonine kinase 

activity 
340 14 3,22 4,34 6,79E-06 3,13E-03 

GO:2000147 Positive regulation of cell motility 396 16 3,75 4,26 1,85E-06 1,89E-03 

GO:0043408 Regulation of MAPK cascade 500 20 4,74 4,22 1,05E-07 2,14E-04 

GO:0051272 
Positive regulation of cellular component 

movement 
402 16 3,81 4,2 2,24E-06 2,00E-03 

GO:0040017 Positive regulation of locomotion 407 16 3,86 4,15 2,60E-06 2,19E-03 

GO:0007169 
Transmembrane receptor protein tyrosine 

kinase signaling pathway 
314 12 2,98 4,03 6,26E-05 1,38E-02 

GO:0043410 Positive regulation of MAPK cascade 369 14 3,5 4 1,65E-05 4,90E-03 
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GO:0001933 Negative regulation of protein phosphorylation 298 11 2,82 3,89 1,70E-04 2,38E-02 

GO:0042326 Negative regulation of phosphorylation 328 12 3,11 3,86 9,34E-05 1,71E-02 

GO:0022603 
Regulation of anatomical structure 

morphogenesis 
650 23 6,16 3,73 9,34E-08 2,23E-04 

GO:0006935 Chemotaxis 358 12 3,39 3,54 2,05E-04 2,79E-02 

GO:0042330 Taxis 359 12 3,4 3,53 2,10E-04 2,84E-02 

GO:0045859 Regulation of protein kinase activity 553 18 5,24 3,43 7,75E-06 3,36E-03 

GO:0030334 Regulation of cell migration 662 21 6,27 3,35 1,93E-06 1,83E-03 

GO:0034097 Response to cytokine 572 18 5,42 3,32 1,21E-05 4,42E-03 

GO:0071345 Cellular response to cytokine stimulus 509 16 4,82 3,32 3,80E-05 1,00E-02 

GO:0001944 Vasculature development 382 12 3,62 3,31 3,63E-04 4,43E-02 

GO:0010563 
Negative regulation of phosphorus metabolic 

process 
417 13 3,95 3,29 2,22E-04 2,89E-02 

GO:0045936 
Negative regulation of phosphate metabolic 

process 
417 13 3,95 3,29 2,22E-04 2,86E-02 

GO:2000145 Regulation of cell motility 696 21 6,6 3,18 4,11E-06 2,45E-03 

GO:0008284 
Positive regulation of cell population 

proliferation 
603 18 5,71 3,15 2,39E-05 6,96E-03 

GO:0043549 Regulation of kinase activity 642 19 6,08 3,12 1,58E-05 4,89E-03 

GO:0060548 Negative regulation of cell death 642 19 6,08 3,12 1,58E-05 4,79E-03 

GO:0001932 Regulation of protein phosphorylation 1070 31 10,14 3,06 3,95E-08 1,88E-04 

GO:0040012 Regulation of locomotion 732 21 6,94 3,03 8,70E-06 3,65E-03 

GO:0051270 Regulation of cellular component movement 746 21 7,07 2,97 1,15E-05 4,43E-03 

GO:0042325 Regulation of phosphorylation 1184 33 11,22 2,94 3,31E-08 4,73E-04 

GO:0001934 Positive regulation of protein phosphorylation 726 20 6,88 2,91 2,54E-05 7,25E-03 

GO:0032101 Regulation of response to external stimulus 623 17 5,9 2,88 1,18E-04 1,98E-02 

GO:1902533 
Positive regulation of intracellular signal 

transduction 
664 18 6,29 2,86 8,00E-05 1,59E-02 

GO:2000026 
Regulation of multicellular organismal 

development 
936 25 8,87 2,82 3,88E-06 2,52E-03 

GO:0051338 Regulation of transferase activity 719 19 6,81 2,79 7,00E-05 1,43E-02 

GO:0016477 Cell migration 656 17 6,22 2,73 2,14E-04 2,83E-02 

GO:0051240 
Positive regulation of multicellular organismal 

process 
967 25 9,16 2,73 6,75E-06 3,21E-03 

GO:0042327 Positive regulation of phosphorylation 781 20 7,4 2,7 6,83E-05 1,44E-02 

GO:0019220 Regulation of phosphate metabolic process 1328 34 12,59 2,7 1,45E-07 2,30E-04 

GO:0051174 Regulation of phosphorus metabolic process 1329 34 12,6 2,7 1,47E-07 2,10E-04 

GO:0009605 Response to external stimulus 1410 36 13,36 2,69 6,19E-08 1,77E-04 
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GO:0009888 Tissue development 1193 30 11,31 2,65 1,26E-06 1,39E-03 

GO:0010941 Regulation of cell death 1009 25 9,56 2,61 1,37E-05 4,66E-03 

GO:0040011 Locomotion 902 22 8,55 2,57 5,89E-05 1,34E-02 

GO:0051130 
Positive regulation of cellular component 

organization 
785 19 7,44 2,55 2,12E-04 2,83E-02 

GO:0010562 
Positive regulation of phosphorus metabolic 

process 
827 20 7,84 2,55 1,45E-04 2,14E-02 

GO:0045937 
Positive regulation of phosphate metabolic 

process 
827 20 7,84 2,55 1,45E-04 2,12E-02 

GO:0002682 Regulation of immune system process 926 22 8,78 2,51 8,56E-05 1,63E-02 

GO:0044092 Negative regulation of molecular function 800 19 7,58 2,51 2,67E-04 3,35E-02 

GO:0043067 Regulation of programmed cell death 931 22 8,82 2,49 9,24E-05 1,71E-02 

GO:0051094 Positive regulation of developmental process 892 21 8,45 2,48 1,41E-04 2,13E-02 

GO:0045944 
Positive regulation of transcription by RNA 

polymerase II 
942 22 8,93 2,46 1,09E-04 1,90E-02 

GO:0044419 Interspecies interaction between organisms 858 20 8,13 2,46 2,33E-04 2,97E-02 

GO:0045595 Regulation of cell differentiation 1040 24 9,86 2,43 9,56E-05 1,73E-02 

GO:0042127 Regulation of cell population proliferation 1086 25 10,29 2,43 6,58E-05 1,42E-02 

GO:0042981 Regulation of apoptotic process 914 21 8,66 2,42 3,15E-04 3,92E-02 

GO:0031399 Regulation of protein modification process 1398 32 13,25 2,42 4,61E-06 2,63E-03 

GO:1902531 Regulation of intracellular signal transduction 1143 26 10,83 2,4 4,96E-05 1,18E-02 

GO:0051239 Regulation of multicellular organismal process 1861 42 17,64 2,38 1,24E-07 2,22E-04 

GO:0050793 Regulation of developmental process 1714 38 16,24 2,34 8,67E-07 1,13E-03 

GO:0009653 Anatomical structure morphogenesis 1638 36 15,52 2,32 3,37E-06 2,53E-03 

GO:0048585 Negative regulation of response to stimulus 1153 25 10,93 2,29 1,25E-04 2,01E-02 

GO:0071310 Cellular response to organic substance 1417 30 13,43 2,23 4,51E-05 1,11E-02 

GO:0010033 Response to organic substance 1749 37 16,58 2,23 3,97E-06 2,46E-03 

GO:0007166 Cell surface receptor signaling pathway 1401 29 13,28 2,18 8,24E-05 1,61E-02 

GO:0065009 Regulation of molecular function 2207 43 20,92 2,06 6,61E-06 3,26E-03 

GO:0030154 Cell differentiation 2329 45 22,07 2,04 3,63E-06 2,59E-03 

GO:0048513 Animal organ development 2142 41 20,3 2,02 1,55E-05 4,92E-03 

GO:0050790 Regulation of catalytic activity 1727 33 16,37 2,02 1,29E-04 2,00E-02 

GO:0048869 Cellular developmental process 2368 45 22,44 2,01 4,86E-06 2,67E-03 

GO:0032268 Regulation of cellular protein metabolic process 1973 37 18,7 1,98 6,98E-05 1,44E-02 

GO:0051246 Regulation of protein metabolic process 2082 39 19,73 1,98 3,81E-05 9,89E-03 

GO:0070887 Cellular response to chemical stimulus 1817 34 17,22 1,97 1,25E-04 2,02E-02 

GO:0048583 Regulation of response to stimulus 2729 50 25,86 1,93 3,64E-06 2,48E-03 

GO:0032879 Regulation of localization 1965 36 18,62 1,93 1,23E-04 2,03E-02 



ANEXO I: MATERIAL SUPLEMENTARIO  

176  

Los términos GO enriquecidos con un valor FDR < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. Nº genes ref, número de genes presentes en el genoma 
de referencia del perro asociados al término GO; Nº DEG BCN-NI, número de genes diferencialmente expresados presentes en la muestra asociados al término 
GO.  

 

GO:0006950 Response to stress 2099 38 19,89 1,91 1,13E-04 1,94E-02 

GO:0009966 Regulation of signal transduction 2053 37 19,46 1,9 1,59E-04 2,27E-02 

GO:0048522 Positive regulation of cellular process 4099 72 38,85 1,85 3,70E-08 2,65E-04 

GO:0031325 Positive regulation of cellular metabolic process 2512 44 23,81 1,85 6,01E-05 1,34E-02 

GO:0051173 
Positive regulation of nitrogen compound 

metabolic process 
2377 41 22,53 1,82 1,68E-04 2,37E-02 

GO:0007275 Multicellular organism development 3163 54 29,98 1,8 1,34E-05 4,68E-03 

GO:0048731 System development 2872 49 27,22 1,8 4,03E-05 1,01E-02 

GO:0048518 Positive regulation of biological process 4475 76 42,41 1,79 5,87E-08 2,10E-04 

GO:0010604 
Positive regulation of macromolecule metabolic 

process 
2641 44 25,03 1,76 2,14E-04 2,80E-02 

GO:0042221 Response to chemical 2884 48 27,33 1,76 1,03E-04 1,84E-02 

GO:0009893 Positive regulation of metabolic process 2836 47 26,88 1,75 1,43E-04 2,12E-02 

GO:0032502 Developmental process 3783 62 35,85 1,73 6,43E-06 3,28E-03 

GO:0048856 Anatomical structure development 3499 57 33,16 1,72 3,01E-05 8,28E-03 

GO:0048519 Negative regulation of biological process 3852 62 36,51 1,7 1,17E-05 4,39E-03 

GO:0048523 Negative regulation of cellular process 3521 55 33,37 1,65 1,15E-04 1,95E-02 

GO:0051171 
Regulation of nitrogen compound metabolic 

process 
4484 67 42,5 1,58 5,22E-05 1,20E-02 

GO:0031323 Regulation of cellular metabolic process 4744 70 44,96 1,56 4,98E-05 1,17E-02 

GO:0080090 Regulation of primary metabolic process 4580 67 43,41 1,54 1,19E-04 1,98E-02 

GO:0050896 Response to stimulus 5856 85 55,5 1,53 6,18E-06 3,27E-03 

GO:0060255 
Regulation of macromolecule metabolic 

process 
4899 70 46,43 1,51 1,71E-04 2,37E-02 

GO:0019222 Regulation of metabolic process 5251 74 49,77 1,49 1,27E-04 2,00E-02 

GO:0050789 Regulation of biological process 9256 118 87,72 1,35 1,33E-05 4,76E-03 

GO:0050794 Regulation of cellular process 8874 113 84,1 1,34 3,39E-05 9,15E-03 

GO:0065007 Biological regulation 9881 124 93,65 1,32 1,03E-05 4,20E-03 

GO:0009987 Cellular process 12768 147 121,01 1,21 6,61E-05 1,41E-02 
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Tabla S6. Términos GO enriquecidos en la categoría de procesos biológicos en las células DH82 infectadas por L. infantum BOS1FL1 con respecto al control 
de células no infectadas. 

ID_GO Descripción términos GO (Procesos biológicos) Nº genes ref 
Nº de DEG BOS-

NI 
Nº de genes 
esperados 

FC p-Valor FDR 

GO:0048522 Positive regulation of cellular process 4099 113 53,24 2,12 1,28E-16 1,83E-12 

GO:0048518 Positive regulation of biological process 4475 117 58,12 2,01 1,40E-15 1,00E-11 

GO:0051239 Regulation of multicellular organismal process 1861 64 24,17 2,65 6,30E-13 3,00E-09 

GO:0001932 Regulation of protein phosphorylation 1070 46 13,9 3,31 1,73E-12 6,17E-09 

GO:0031399 Regulation of protein modification process 1398 53 18,16 2,92 2,90E-12 8,30E-09 

GO:0042325 Regulation of phosphorylation 1184 48 15,38 3,12 3,95E-12 9,40E-09 

GO:0009987 Cellular process 12768 216 165,83 1,3 9,20E-12 1,88E-08 

GO:0009605 Response to external stimulus 1410 52 18,31 2,84 1,32E-11 2,35E-08 

GO:0008284 
Positive regulation of cell population 

proliferation 
603 32 7,83 4,09 4,12E-11 5,35E-08 

GO:0009888 Tissue development 1193 46 15,49 2,97 6,08E-11 5,43E-08 

GO:0051174 Regulation of phosphorus metabolic process 1329 49 17,26 2,84 5,85E-11 5,57E-08 

GO:0048583 Regulation of response to stimulus 2729 77 35,44 2,17 3,96E-11 5,66E-08 

GO:0042127 Regulation of cell population proliferation 1086 44 14,1 3,12 3,69E-11 5,85E-08 

GO:0050793 Regulation of developmental process 1714 57 22,26 2,56 5,80E-11 5,93E-08 

GO:0001934 Positive regulation of protein phosphorylation 726 35 9,43 3,71 5,79E-11 6,36E-08 

GO:0019220 Regulation of phosphate metabolic process 1328 49 17,25 2,84 5,70E-11 6,79E-08 

GO:0050896 Response to stimulus 5856 126 76,06 1,66 1,03E-10 8,66E-08 

GO:0009966 Regulation of signal transduction 2053 63 26,66 2,36 1,23E-10 9,79E-08 

GO:0051240 
Positive regulation of multicellular organismal 

process 
967 40 12,56 3,18 1,81E-10 1,29E-07 

GO:0010941 Regulation of cell death 1009 41 13,1 3,13 1,74E-10 1,31E-07 

GO:0048519 Negative regulation of biological process 3852 94 50,03 1,88 2,28E-10 1,48E-07 

GO:0031325 Positive regulation of cellular metabolic process 2512 71 32,63 2,18 2,24E-10 1,53E-07 

GO:0032502 Developmental process 3783 93 49,13 1,89 2,66E-10 1,65E-07 

GO:0031401 
Positive regulation of protein modification 

process 
897 38 11,65 3,26 2,87E-10 1,71E-07 

GO:0048869 Cellular developmental process 2368 68 30,75 2,21 3,00E-10 1,72E-07 

GO:0048523 Negative regulation of cellular process 3521 88 45,73 1,92 4,20E-10 2,00E-07 

GO:0010033 Response to organic substance 1749 56 22,72 2,47 3,83E-10 2,03E-07 

GO:1902533 
Positive regulation of intracellular signal 

transduction 
664 32 8,62 3,71 4,19E-10 2,07E-07 

GO:0042327 Positive regulation of phosphorylation 781 35 10,14 3,45 3,80E-10 2,09E-07 
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GO:0009653 Anatomical structure morphogenesis 1638 54 21,27 2,54 4,11E-10 2,10E-07 

GO:0009967 Positive regulation of signal transduction 1051 41 13,65 3 5,64E-10 2,52E-07 

GO:1902531 Regulation of intracellular signal transduction 1143 43 14,84 2,9 5,91E-10 2,56E-07 

GO:0009893 Positive regulation of metabolic process 2836 76 36,83 2,06 5,62E-10 2,59E-07 

GO:0048856 Anatomical structure development 3499 87 45,44 1,91 6,77E-10 2,84E-07 

GO:0051173 
Positive regulation of nitrogen compound 

metabolic process 
2377 67 30,87 2,17 1,04E-09 4,01E-07 

GO:0043408 Regulation of MAPK cascade 500 27 6,49 4,16 1,07E-09 4,02E-07 

GO:0010604 
Positive regulation of macromolecule metabolic 

process 
2641 72 34,3 2,1 9,87E-10 4,03E-07 

GO:0022603 
Regulation of anatomical structure 

morphogenesis 
650 31 8,44 3,67 1,02E-09 4,07E-07 

GO:0007275 Multicellular organism development 3163 81 41,08 1,97 1,14E-09 4,17E-07 

GO:0050731 
Positive regulation of peptidyl-tyrosine 

phosphorylation 
138 15 1,79 8,37 1,27E-09 4,55E-07 

GO:0065007 Biological regulation 9881 177 128,33 1,38 1,35E-09 4,58E-07 

GO:0030154 Cell differentiation 2329 66 30,25 2,18 1,32E-09 4,59E-07 

GO:0045937 
Positive regulation of phosphate metabolic 

process 
827 35 10,74 3,26 1,61E-09 5,23E-07 

GO:0010562 
Positive regulation of phosphorus metabolic 

process 
827 35 10,74 3,26 1,61E-09 5,36E-07 

GO:0048731 System development 2872 75 37,3 2,01 2,32E-09 7,36E-07 

GO:0008150 Biological_process 15171 235 197,04 1,19 2,43E-09 7,55E-07 

GO:0010646 Regulation of cell communication 2329 65 30,25 2,15 2,81E-09 8,36E-07 

GO:0010647 Positive regulation of cell communication 1161 42 15,08 2,79 2,96E-09 8,47E-07 

GO:0032270 
Positive regulation of cellular protein metabolic 

process 
1161 42 15,08 2,79 2,96E-09 8,64E-07 

GO:0023051 Regulation of signaling 2340 65 30,39 2,14 3,25E-09 9,12E-07 

GO:0023056 Positive regulation of signaling 1169 42 15,18 2,77 3,60E-09 9,89E-07 

GO:0051247 Positive regulation of protein metabolic process 1225 43 15,91 2,7 4,44E-09 1,20E-06 

GO:0051246 Regulation of protein metabolic process 2082 60 27,04 2,22 4,91E-09 1,30E-06 

GO:0042981 Regulation of apoptotic process 914 36 11,87 3,03 5,69E-09 1,48E-06 

GO:0042221 Response to chemical 2884 74 37,46 1,98 7,57E-09 1,90E-06 

GO:0043410 Positive regulation of MAPK cascade 369 22 4,79 4,59 7,56E-09 1,93E-06 

GO:0048584 Positive regulation of response to stimulus 1438 47 18,68 2,52 9,02E-09 2,18E-06 

GO:0043067 Regulation of programmed cell death 931 36 12,09 2,98 9,01E-09 2,22E-06 
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GO:2000026 
Regulation of multicellular organismal 

development 
936 36 12,16 2,96 1,03E-08 2,45E-06 

GO:0050730 
Regulation of peptidyl-tyrosine 

phosphorylation 
190 16 2,47 6,48 1,06E-08 2,48E-06 

GO:0030335 Positive regulation of cell migration 382 22 4,96 4,43 1,36E-08 3,15E-06 

GO:0048513 Animal organ development 2142 60 27,82 2,16 1,49E-08 3,17E-06 

GO:0065009 Regulation of molecular function 2207 61 28,66 2,13 1,45E-08 3,18E-06 

GO:0019222 Regulation of metabolic process 5251 111 68,2 1,63 1,47E-08 3,18E-06 

GO:0045595 Regulation of cell differentiation 1040 38 13,51 2,81 1,44E-08 3,22E-06 

GO:0032268 Regulation of cellular protein metabolic process 1973 57 25,62 2,22 1,43E-08 3,23E-06 

GO:0006950 Response to stress 2099 59 27,26 2,16 2,03E-08 4,26E-06 

GO:0030334 Regulation of cell migration 662 29 8,6 3,37 2,23E-08 4,63E-06 

GO:0051716 Cellular response to stimulus 4855 104 63,06 1,65 2,40E-08 4,90E-06 

GO:2000147 Positive regulation of cell motility 396 22 5,14 4,28 2,51E-08 5,05E-06 

GO:0007166 Cell surface receptor signaling pathway 1401 45 18,2 2,47 2,88E-08 5,71E-06 

GO:0070887 Cellular response to chemical stimulus 1817 53 23,6 2,25 3,04E-08 5,94E-06 

GO:0002376 Immune system process 1348 44 17,51 2,51 3,15E-08 6,07E-06 

GO:0051272 
Positive regulation of cellular component 

movement 
402 22 5,22 4,21 3,24E-08 6,16E-06 

GO:0051094 Positive regulation of developmental process 892 34 11,58 2,93 3,41E-08 6,41E-06 

GO:0050789 Regulation of biological process 9256 165 120,21 1,37 3,70E-08 6,88E-06 

GO:0060255 
Regulation of macromolecule metabolic 

process 
4899 104 63,63 1,63 4,02E-08 7,27E-06 

GO:0040017 Positive regulation of locomotion 407 22 5,29 4,16 3,98E-08 7,29E-06 

GO:0031323 Regulation of cellular metabolic process 4744 102 61,61 1,66 4,08E-08 7,30E-06 

GO:0040012 Regulation of locomotion 732 30 9,51 3,16 5,20E-08 9,17E-06 

GO:2000145 Regulation of cell motility 696 29 9,04 3,21 6,30E-08 1,10E-05 

GO:0050794 Regulation of cellular process 8874 159 115,25 1,38 7,00E-08 1,20E-05 

GO:0051172 
Negative regulation of nitrogen compound 

metabolic process 
1761 51 22,87 2,23 7,27E-08 1,24E-05 

GO:0030155 Regulation of cell adhesion 538 25 6,99 3,58 7,62E-08 1,28E-05 

GO:0051171 
Regulation of nitrogen compound metabolic 

process 
4484 97 58,24 1,67 7,96E-08 1,32E-05 

GO:0080090 Regulation of primary metabolic process 4580 98 59,48 1,65 1,02E-07 1,67E-05 
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GO:0060548 Negative regulation of cell death 642 27 8,34 3,24 1,55E-07 2,52E-05 

GO:0051270 Regulation of cellular component movement 746 29 9,69 2,99 2,56E-07 4,12E-05 

GO:0071310 Cellular response to organic substance 1417 43 18,4 2,34 3,17E-07 4,98E-05 

GO:0007169 
Transmembrane receptor protein tyrosine 

kinase signaling pathway 
314 18 4,08 4,41 3,16E-07 5,02E-05 

GO:0050790 Regulation of catalytic activity 1727 49 22,43 2,18 3,40E-07 5,29E-05 

GO:0031324 
Negative regulation of cellular metabolic 

process 
1900 52 24,68 2,11 3,59E-07 5,51E-05 

GO:0044419 Interspecies interaction between organisms 858 31 11,14 2,78 4,46E-07 6,79E-05 

GO:0031400 
Negative regulation of protein modification 

process 
450 21 5,84 3,59 8,23E-07 1,23E-04 

GO:0034097 Response to cytokine 572 24 7,43 3,23 8,21E-07 1,23E-04 

GO:0043066 Negative regulation of apoptotic process 575 24 7,47 3,21 8,97E-07 1,32E-04 

GO:0010628 Positive regulation of gene expression 1692 47 21,98 2,14 9,37E-07 1,37E-04 

GO:0032879 Regulation of localization 1965 52 25,52 2,04 9,79E-07 1,41E-04 

GO:0045936 
Negative regulation of phosphate metabolic 

process 
417 20 5,42 3,69 1,01E-06 1,43E-04 

GO:0072359 Circulatory system development 622 25 8,08 3,09 1,02E-06 1,43E-04 

GO:0010563 
Negative regulation of phosphorus metabolic 

process 
417 20 5,42 3,69 1,01E-06 1,45E-04 

GO:0001944 Vasculature development 382 19 4,96 3,83 1,14E-06 1,58E-04 

GO:0007229 Integrin-mediated signaling pathway 74 9 0,96 9,36 1,17E-06 1,61E-04 

GO:0043405 Regulation of MAP kinase activity 209 14 2,71 5,16 1,20E-06 1,64E-04 

GO:0009892 Negative regulation of metabolic process 2200 56 28,57 1,96 1,22E-06 1,64E-04 

GO:0040011 Locomotion 902 31 11,71 2,65 1,24E-06 1,66E-04 

GO:0007167 
Enzyme linked receptor protein signaling 

pathway 
465 21 6,04 3,48 1,36E-06 1,80E-04 

GO:0043069 Negative regulation of programmed cell death 590 24 7,66 3,13 1,38E-06 1,82E-04 

GO:0045785 Positive regulation of cell adhesion 315 17 4,09 4,16 1,49E-06 1,93E-04 

GO:0045859 Regulation of protein kinase activity 553 23 7,18 3,2 1,62E-06 2,09E-04 

GO:0007155 Cell adhesion 597 24 7,75 3,1 1,69E-06 2,15E-04 

GO:0006935 Chemotaxis 358 18 4,65 3,87 1,90E-06 2,38E-04 

GO:0022610 Biological adhesion 601 24 7,81 3,07 1,89E-06 2,38E-04 

GO:0042330 Taxis 359 18 4,66 3,86 1,97E-06 2,45E-04 
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GO:0048646 
Anatomical structure formation involved in 

morphogenesis 
647 25 8,4 2,98 2,01E-06 2,48E-04 

GO:0051130 
Positive regulation of cellular component 

organization 
785 28 10,2 2,75 2,14E-06 2,61E-04 

GO:0042326 Negative regulation of phosphorylation 328 17 4,26 3,99 2,50E-06 3,03E-04 

GO:0010837 Regulation of keratinocyte proliferation 26 6 0,34 17,77 2,87E-06 3,45E-04 

GO:0009607 Response to biotic stimulus 755 27 9,81 2,75 3,13E-06 3,73E-04 

GO:0001933 Negative regulation of protein phosphorylation 298 16 3,87 4,13 3,24E-06 3,83E-04 

GO:0071900 
Regulation of protein serine/threonine kinase 

activity 
340 17 4,42 3,85 3,96E-06 4,64E-04 

GO:0032501 Multicellular organismal process 4679 94 60,77 1,55 4,21E-06 4,89E-04 

GO:0023052 Signaling 3767 80 48,92 1,64 4,54E-06 5,23E-04 

GO:0001667 Ameboidal-type cell migration 143 11 1,86 5,92 4,97E-06 5,68E-04 

GO:0051707 Response to other organism 729 26 9,47 2,75 5,05E-06 5,73E-04 

GO:0007154 Cell communication 3842 81 49,9 1,62 5,35E-06 5,92E-04 

GO:0071345 Cellular response to cytokine stimulus 509 21 6,61 3,18 5,27E-06 5,93E-04 

GO:0043207 Response to external biotic stimulus 732 26 9,51 2,73 5,42E-06 5,96E-04 

GO:0009790 Embryo development 778 27 10,1 2,67 5,35E-06 5,97E-04 

GO:0043549 Regulation of kinase activity 642 24 8,34 2,88 5,58E-06 6,04E-04 

GO:0001817 Regulation of cytokine production 469 20 6,09 3,28 5,57E-06 6,07E-04 

GO:0051128 Regulation of cellular component organization 1714 45 22,26 2,02 6,72E-06 7,23E-04 

GO:0045597 Positive regulation of cell differentiation 561 22 7,29 3,02 6,78E-06 7,24E-04 

GO:0009887 Animal organ morphogenesis 745 26 9,68 2,69 7,33E-06 7,76E-04 

GO:0044092 Negative regulation of molecular function 800 27 10,39 2,6 8,72E-06 9,16E-04 

GO:0002682 Regulation of immune system process 926 30 12,03 2,49 9,09E-06 9,48E-04 

GO:0051248 
Negative regulation of protein metabolic 

process 
804 27 10,44 2,59 9,51E-06 9,85E-04 

GO:0048514 Blood vessel morphogenesis 289 15 3,75 4 9,69E-06 9,97E-04 

GO:0043086 Negative regulation of catalytic activity 576 22 7,48 2,94 1,01E-05 1,03E-03 

GO:0032101 Regulation of response to external stimulus 623 23 8,09 2,84 1,07E-05 1,08E-03 

GO:0045944 
Positive regulation of transcription by RNA 

polymerase II 
942 30 12,23 2,45 1,07E-05 1,08E-03 

GO:0098609 Cell-cell adhesion 330 16 4,29 3,73 1,10E-05 1,10E-03 
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GO:0010605 
Negative regulation of macromolecule 

metabolic process 
2036 50 26,44 1,89 1,23E-05 1,22E-03 

GO:0044093 Positive regulation of molecular function 1263 36 16,4 2,19 1,58E-05 1,56E-03 

GO:0060429 Epithelium development 740 25 9,61 2,6 1,88E-05 1,83E-03 

GO:0007165 Signal transduction 3532 74 45,87 1,61 1,88E-05 1,84E-03 

GO:0070665 Positive regulation of leukocyte proliferation 108 9 1,4 6,42 2,02E-05 1,95E-03 

GO:0001773 Myeloid dendritic cell activation 22 5 0,29 17,5 2,14E-05 2,05E-03 

GO:0002684 Positive regulation of immune system process 561 21 7,29 2,88 2,15E-05 2,05E-03 

GO:0016477 Cell migration 656 23 8,52 2,7 2,36E-05 2,23E-03 

GO:0048762 Mesenchymal cell differentiation 111 9 1,44 6,24 2,47E-05 2,32E-03 

GO:0048585 Negative regulation of response to stimulus 1153 33 14,97 2,2 2,58E-05 2,41E-03 

GO:0051179 Localization 4097 82 53,21 1,54 2,78E-05 2,58E-03 

GO:0001706 Endoderm formation 41 6 0,53 11,27 2,90E-05 2,67E-03 

GO:0001568 Blood vessel development 361 16 4,69 3,41 3,15E-05 2,89E-03 

GO:0098542 Defense response to other organism 489 19 6,35 2,99 3,30E-05 3,01E-03 

GO:0051338 Regulation of transferase activity 719 24 9,34 2,57 3,35E-05 3,01E-03 

GO:0006955 Immune response 719 24 9,34 2,57 3,35E-05 3,03E-03 

GO:0070663 Regulation of leukocyte proliferation 179 11 2,32 4,73 3,59E-05 3,21E-03 

GO:0034113 Heterotypic cell-cell adhesion 25 5 0,32 15,4 3,65E-05 3,24E-03 

GO:0032269 
Negative regulation of cellular protein 

metabolic process 
772 25 10,03 2,49 3,69E-05 3,26E-03 

GO:0001704 Formation of primary germ layer 91 8 1,18 6,77 4,10E-05 3,60E-03 

GO:0001952 Regulation of cell-matrix adhesion 92 8 1,19 6,7 4,41E-05 3,84E-03 

GO:0007369 Gastrulation 121 9 1,57 5,73 4,65E-05 4,03E-03 

GO:0000902 Cell morphogenesis 550 20 7,14 2,8 5,01E-05 4,31E-03 

GO:0060560 
Developmental growth involved in 

morphogenesis 
94 8 1,22 6,55 5,08E-05 4,35E-03 

GO:0010648 Negative regulation of cell communication 936 28 12,16 2,3 5,15E-05 4,38E-03 

GO:0023057 Negative regulation of signaling 938 28 12,18 2,3 5,32E-05 4,50E-03 

GO:0002252 Immune effector process 300 14 3,9 3,59 5,82E-05 4,90E-03 

GO:2001236 
Regulation of extrinsic apoptotic signaling 

pathway 
125 9 1,62 5,54 5,90E-05 4,93E-03 

GO:0000904 Cell morphogenesis involved in differentiation 427 17 5,55 3,07 6,47E-05 5,31E-03 
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GO:0006952 Defense response 702 23 9,12 2,52 6,45E-05 5,32E-03 

GO:0060485 Mesenchyme development 158 10 2,05 4,87 6,43E-05 5,35E-03 

GO:0050679 
Positive regulation of epithelial cell 

proliferation 
128 9 1,66 5,41 7,01E-05 5,69E-03 

GO:0048863 Stem cell differentiation 128 9 1,66 5,41 7,01E-05 5,72E-03 

GO:0045765 Regulation of angiogenesis 194 11 2,52 4,37 7,15E-05 5,77E-03 

GO:0050865 Regulation of cell activation 431 17 5,6 3,04 7,22E-05 5,79E-03 

GO:0045860 Positive regulation of protein kinase activity 349 15 4,53 3,31 7,75E-05 6,19E-03 

GO:1901342 Regulation of vasculature development 197 11 2,56 4,3 8,15E-05 6,47E-03 

GO:0043085 Positive regulation of catalytic activity 1013 29 13,16 2,2 9,09E-05 7,06E-03 

GO:0022008 Neurogenesis 1013 29 13,16 2,2 9,09E-05 7,10E-03 

GO:0048008 
Platelet-derived growth factor receptor 

signaling pathway 
31 5 0,4 12,42 9,08E-05 7,13E-03 

GO:2000249 Regulation of actin cytoskeleton reorganization 31 5 0,4 12,42 9,08E-05 7,17E-03 

GO:0050678 Regulation of epithelial cell proliferation 239 12 3,1 3,87 1,02E-04 7,90E-03 

GO:0045348 
Positive regulation of MHC class II biosynthetic 

process 
5 3 0,06 46,2 1,11E-04 8,55E-03 

GO:0051049 Regulation of transport 1193 32 15,49 2,07 1,17E-04 8,94E-03 

GO:0001501 Skeletal system development 363 15 4,71 3,18 1,18E-04 8,95E-03 

GO:0030099 Myeloid cell differentiation 171 10 2,22 4,5 1,20E-04 9,00E-03 

GO:2001237 
Negative regulation of extrinsic apoptotic 

signaling pathway 
79 7 1,03 6,82 1,19E-04 9,01E-03 

GO:0035295 Tube development 638 21 8,29 2,53 1,27E-04 9,49E-03 

GO:0001819 Positive regulation of cytokine production 284 13 3,69 3,52 1,28E-04 9,56E-03 

GO:0050920 Regulation of chemotaxis 173 10 2,25 4,45 1,31E-04 9,70E-03 

GO:0048286 Lung alveolus development 34 5 0,44 11,32 1,34E-04 9,85E-03 

GO:0035987 Endodermal cell differentiation 34 5 0,44 11,32 1,34E-04 9,90E-03 

GO:0002274 Myeloid leukocyte activation 81 7 1,05 6,65 1,38E-04 1,00E-02 

GO:0033674 Positive regulation of kinase activity 412 16 5,35 2,99 1,40E-04 1,01E-02 

GO:0048598 Embryonic morphogenesis 457 17 5,94 2,86 1,42E-04 1,03E-02 

GO:0033135 Regulation of peptidyl-serine phosphorylation 112 8 1,45 5,5 1,60E-04 1,14E-02 

GO:0002521 Leukocyte differentiation 251 12 3,26 3,68 1,58E-04 1,14E-02 

GO:0036302 Atrioventricular canal development 6 3 0,08 38,5 1,65E-04 1,18E-02 
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GO:0044089 
Positive regulation of cellular component 

biogenesis 
379 15 4,92 3,05 1,85E-04 1,30E-02 

GO:0009891 Positive regulation of biosynthetic process 1480 37 19,22 1,92 1,84E-04 1,30E-02 

GO:0034341 Response to interferon-gamma 86 7 1,12 6,27 1,95E-04 1,32E-02 

GO:1902532 
Negative regulation of intracellular signal 

transduction 
381 15 4,95 3,03 1,95E-04 1,32E-02 

GO:0000187 Activation of MAPK activity 86 7 1,12 6,27 1,95E-04 1,33E-02 

GO:0002573 Myeloid leukocyte differentiation 86 7 1,12 6,27 1,95E-04 1,34E-02 

GO:0007411 Axon guidance 182 10 2,36 4,23 1,94E-04 1,34E-02 

GO:0045087 Innate immune response 338 14 4,39 3,19 1,94E-04 1,34E-02 

GO:0001954 Positive regulation of cell-matrix adhesion 37 5 0,48 10,4 1,92E-04 1,35E-02 

GO:0007492 Endoderm development 60 6 0,78 7,7 2,00E-04 1,35E-02 

GO:0060284 Regulation of cell development 338 14 4,39 3,19 1,94E-04 1,35E-02 

GO:0097485 Neuron projection guidance 183 10 2,38 4,21 2,02E-04 1,36E-02 

GO:0010557 
Positive regulation of macromolecule 

biosynthetic process 
1394 35 18,1 1,93 2,09E-04 1,40E-02 

GO:0009968 Negative regulation of signal transduction 894 26 11,61 2,24 2,13E-04 1,42E-02 

GO:0043406 Positive regulation of MAP kinase activity 150 9 1,95 4,62 2,18E-04 1,44E-02 

GO:0048608 Reproductive structure development 301 13 3,91 3,33 2,22E-04 1,46E-02 

GO:0051674 Localization of cell 757 23 9,83 2,34 2,24E-04 1,46E-02 

GO:0048870 Cell motility 757 23 9,83 2,34 2,24E-04 1,46E-02 

GO:0043409 Negative regulation of MAPK cascade 118 8 1,53 5,22 2,24E-04 1,47E-02 

GO:0061458 Reproductive system development 302 13 3,92 3,31 2,29E-04 1,48E-02 

GO:0048468 Cell development 1235 32 16,04 2 2,41E-04 1,55E-02 

GO:0010468 Regulation of gene expression 3603 71 46,79 1,52 2,41E-04 1,55E-02 

GO:0007399 Nervous system development 1441 36 18,72 1,92 2,50E-04 1,58E-02 

GO:0048534 Hematopoietic or lymphoid organ development 480 17 6,23 2,73 2,49E-04 1,59E-02 

GO:0030097 Hemopoiesis 437 16 5,68 2,82 2,65E-04 1,67E-02 

GO:0031328 
Positive regulation of cellular biosynthetic 

process 
1458 36 18,94 1,9 2,71E-04 1,70E-02 

GO:0010720 Positive regulation of cell development 192 10 2,49 4,01 2,92E-04 1,81E-02 

GO:0007409 Axonogenesis 269 12 3,49 3,43 2,91E-04 1,82E-02 

GO:0070848 Response to growth factor 310 13 4,03 3,23 2,91E-04 1,82E-02 
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GO:0048812 Neuron projection morphogenesis 353 14 4,58 3,05 2,96E-04 1,82E-02 

GO:0045893 
Positive regulation of transcription, DNA-

templated 
1185 31 15,39 2,01 2,94E-04 1,82E-02 

GO:0048864 Stem cell development 65 6 0,84 7,11 2,99E-04 1,83E-02 

GO:0080134 Regulation of response to stress 864 25 11,22 2,23 3,11E-04 1,89E-02 

GO:2001233 Regulation of apoptotic signaling pathway 271 12 3,52 3,41 3,10E-04 1,90E-02 

GO:0035239 Tube morphogenesis 490 17 6,36 2,67 3,13E-04 1,90E-02 

GO:0010838 Positive regulation of keratinocyte proliferation 8 3 0,1 28,87 3,19E-04 1,91E-02 

GO:0045346 Regulation of MHC class II biosynthetic process 8 3 0,1 28,87 3,19E-04 1,92E-02 

GO:0071901 
Negative regulation of protein serine/threonine 

kinase activity 
94 7 1,22 5,73 3,24E-04 1,94E-02 

GO:0010810 Regulation of cell-substrate adhesion 159 9 2,07 4,36 3,28E-04 1,95E-02 

GO:0120039 
Plasma membrane bounded cell projection 

morphogenesis 
357 14 4,64 3,02 3,30E-04 1,95E-02 

GO:0006928 Movement of cell or subcellular component 1098 29 14,26 2,03 3,30E-04 1,95E-02 

GO:0032147 Activation of protein kinase activity 196 10 2,55 3,93 3,41E-04 2,00E-02 

GO:0014033 Neural crest cell differentiation 67 6 0,87 6,9 3,48E-04 2,03E-02 

GO:0048858 Cell projection morphogenesis 359 14 4,66 3 3,49E-04 2,03E-02 

GO:0002694 Regulation of leukocyte activation 403 15 5,23 2,87 3,48E-04 2,04E-02 

GO:0001666 Response to hypoxia 127 8 1,65 4,85 3,58E-04 2,07E-02 

GO:0046579 
Positive regulation of Ras protein signal 

transduction 
43 5 0,56 8,95 3,64E-04 2,08E-02 

GO:0051336 Regulation of hydrolase activity 945 26 12,27 2,12 3,66E-04 2,08E-02 

GO:0007159 Leukocyte cell-cell adhesion 43 5 0,56 8,95 3,64E-04 2,09E-02 

GO:0090092 
Regulation of transmembrane receptor protein 

serine/threonine kinase signaling pathway 
198 10 2,57 3,89 3,68E-04 2,09E-02 

GO:0008285 
Negative regulation of cell population 

proliferation 
450 16 5,84 2,74 3,62E-04 2,09E-02 

GO:0010631 Epithelial cell migration 68 6 0,88 6,79 3,75E-04 2,11E-02 

GO:0036293 Response to decreased oxygen levels 128 8 1,66 4,81 3,76E-04 2,11E-02 

GO:0071346 Cellular response to interferon-gamma 68 6 0,88 6,79 3,75E-04 2,12E-02 

GO:0006469 Negative regulation of protein kinase activity 164 9 2,13 4,23 4,07E-04 2,27E-02 

GO:0090132 Epithelium migration 70 6 0,91 6,6 4,33E-04 2,41E-02 

GO:0009615 Response to virus 166 9 2,16 4,17 4,42E-04 2,43E-02 
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GO:0070372 Regulation of ERK1 and ERK2 cascade 203 10 2,64 3,79 4,44E-04 2,43E-02 

GO:0002011 Morphogenesis of an epithelial sheet 45 5 0,58 8,56 4,41E-04 2,44E-02 

GO:0051241 
Negative regulation of multicellular organismal 

process 
690 21 8,96 2,34 4,41E-04 2,44E-02 

GO:0002520 Immune system development 507 17 6,58 2,58 4,56E-04 2,49E-02 

GO:0032946 
Positive regulation of mononuclear cell 

proliferation 
100 7 1,3 5,39 4,61E-04 2,50E-02 

GO:0007162 Negative regulation of cell adhesion 206 10 2,68 3,74 4,95E-04 2,68E-02 

GO:0098742 
Cell-cell adhesion via plasma-membrane 

adhesion molecules 
169 9 2,19 4,1 5,00E-04 2,69E-02 

GO:0032944 Regulation of mononuclear cell proliferation 169 9 2,19 4,1 5,00E-04 2,70E-02 

GO:0032990 Cell part morphogenesis 374 14 4,86 2,88 5,16E-04 2,75E-02 

GO:0030856 Regulation of epithelial cell differentiation 102 7 1,32 5,28 5,15E-04 2,76E-02 

GO:0030182 Neuron differentiation 759 22 9,86 2,23 5,22E-04 2,77E-02 

GO:0048667 
Cell morphogenesis involved in neuron 

differentiation 
331 13 4,3 3,02 5,29E-04 2,80E-02 

GO:0050673 Epithelial cell proliferation 73 6 0,95 6,33 5,33E-04 2,81E-02 

GO:0002696 Positive regulation of leukocyte activation 248 11 3,22 3,42 5,42E-04 2,83E-02 

GO:0061564 Axon development 289 12 3,75 3,2 5,39E-04 2,83E-02 

GO:0032060 Bleb assembly 10 3 0,13 23,1 5,42E-04 2,84E-02 

GO:0090596 Sensory organ morphogenesis 209 10 2,71 3,68 5,51E-04 2,85E-02 

GO:0071902 
Positive regulation of protein serine/threonine 

kinase activity 
209 10 2,71 3,68 5,51E-04 2,86E-02 

GO:0034110 Regulation of homotypic cell-cell adhesion 26 4 0,34 11,85 5,57E-04 2,87E-02 

GO:1901700 Response to oxygen-containing compound 858 24 11,14 2,15 5,60E-04 2,88E-02 

GO:0048699 Generation of neurons 921 25 11,96 2,09 5,71E-04 2,91E-02 

GO:0051057 
Positive regulation of small gtpase mediated 

signal transduction 
48 5 0,62 8,02 5,79E-04 2,92E-02 

GO:0048771 Tissue remodeling 74 6 0,96 6,24 5,70E-04 2,92E-02 

GO:0010942 Positive regulation of cell death 334 13 4,34 3 5,74E-04 2,92E-02 

GO:0001755 Neural crest cell migration 48 5 0,62 8,02 5,79E-04 2,93E-02 

GO:0010638 Positive regulation of organelle organization 425 15 5,52 2,72 5,92E-04 2,98E-02 

GO:0051347 Positive regulation of transferase activity 472 16 6,13 2,61 5,97E-04 2,99E-02 

GO:0048589 Developmental growth 294 12 3,82 3,14 6,23E-04 3,12E-02 
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GO:0097028 Dendritic cell differentiation 27 4 0,35 11,41 6,33E-04 3,14E-02 

GO:0070482 Response to oxygen levels 139 8 1,81 4,43 6,31E-04 3,14E-02 

GO:0050867 Positive regulation of cell activation 253 11 3,29 3,35 6,35E-04 3,14E-02 

GO:0045321 Leukocyte activation 338 13 4,39 2,96 6,39E-04 3,15E-02 

GO:0051254 Positive regulation of RNA metabolic process 1313 32 17,05 1,88 6,43E-04 3,16E-02 

GO:0090130 Tissue migration 76 6 0,99 6,08 6,50E-04 3,18E-02 

GO:1903508 
Positive regulation of nucleic acid-templated 

transcription 
1243 31 16,14 1,92 6,71E-04 3,26E-02 

GO:0032103 
Positive regulation of response to external 

stimulus 
255 11 3,31 3,32 6,76E-04 3,27E-02 

GO:1902680 Positive regulation of RNA biosynthetic process 1243 31 16,14 1,92 6,71E-04 3,27E-02 

GO:0061081 
Positive regulation of myeloid leukocyte 
cytokine production involved in immune 

response 
11 3 0,14 21 6,83E-04 3,28E-02 

GO:0040007 Growth 297 12 3,86 3,11 6,79E-04 3,28E-02 

GO:0010935 Regulation of macrophage cytokine production 11 3 0,14 21 6,83E-04 3,29E-02 

GO:0045682 Regulation of epidermis development 50 5 0,65 7,7 6,87E-04 3,29E-02 

GO:0007507 Heart development 386 14 5,01 2,79 6,96E-04 3,31E-02 

GO:0045123 Cellular extravasation 28 4 0,36 11 7,16E-04 3,39E-02 

GO:0033673 Negative regulation of kinase activity 178 9 2,31 3,89 7,13E-04 3,39E-02 

GO:0071363 Cellular response to growth factor stimulus 299 12 3,88 3,09 7,19E-04 3,39E-02 

GO:0044087 Regulation of cellular component biogenesis 726 21 9,43 2,23 7,25E-04 3,41E-02 

GO:0043407 Negative regulation of MAP kinase activity 51 5 0,66 7,55 7,47E-04 3,49E-02 

GO:0007423 Sensory organ development 435 15 5,65 2,66 7,45E-04 3,49E-02 

GO:0032989 Cellular component morphogenesis 436 15 5,66 2,65 7,62E-04 3,55E-02 

GO:0070374 Positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade 144 8 1,87 4,28 7,85E-04 3,64E-02 

GO:0051249 Regulation of lymphocyte activation 346 13 4,49 2,89 7,86E-04 3,64E-02 

GO:0051251 Positive regulation of lymphocyte activation 221 10 2,87 3,48 8,31E-04 3,83E-02 

GO:0048729 Tissue morphogenesis 440 15 5,71 2,62 8,33E-04 3,83E-02 

GO:0010839 
Negative regulation of keratinocyte 

proliferation 
12 3 0,16 19,25 8,46E-04 3,87E-02 

GO:0051607 Defense response to virus 112 7 1,45 4,81 8,69E-04 3,97E-02 

GO:0043542 Endothelial cell migration 53 5 0,69 7,26 8,78E-04 3,99E-02 
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Los términos GO enriquecidos con un valor FDR < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. Nº genes ref, número de genes presentes en el genoma 
de referencia del perro asociados al término GO; Nº DEG BOS-NI, número de genes diferencialmente expresados presentes en la muestra asociados al término 
GO.  
 

  

GO:0001775 Cell activation 396 14 5,14 2,72 8,83E-04 4,01E-02 

GO:0050918 Positive chemotaxis 30 4 0,39 10,27 9,05E-04 4,09E-02 

GO:0002221 Pattern recognition receptor signaling pathway 54 5 0,7 7,13 9,49E-04 4,26E-02 

GO:0033138 
Positive regulation of peptidyl-serine 

phosphorylation 
82 6 1,06 5,63 9,44E-04 4,26E-02 

GO:0031175 Neuron projection development 495 16 6,43 2,49 9,72E-04 4,33E-02 

GO:0045935 
Positive regulation of nucleobase-containing 

compound metabolic process 
1432 34 18,6 1,83 9,70E-04 4,33E-02 

GO:1901888 Regulation of cell junction assembly 149 8 1,94 4,13 9,69E-04 4,34E-02 

GO:0002755 
Myd88-dependent toll-like receptor signaling 

pathway 
13 3 0,17 17,77 1,03E-03 4,58E-02 

GO:0022407 Regulation of cell-cell adhesion 314 12 4,08 2,94 1,08E-03 4,78E-02 

GO:0002009 Morphogenesis of an epithelium 360 13 4,68 2,78 1,11E-03 4,91E-02 

GO:0022612 Gland morphogenesis 85 6 1,1 5,44 1,13E-03 4,95E-02 

GO:0043588 Skin development 153 8 1,99 4,03 1,14E-03 5,00E-02 
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Tabla S7. Rutas biológicas enriquecidas en las células DH82 infectadas por L. infantum BCN150 con 
respecto al control de células no infectadas. 

  

Ruta biológica Descripción Nº DEG BCN-NI Nº de genes ruta FDR 

map04015 Rap1 signaling pathway 9 193 0,0156 

map04151 PI3K-Akt signaling pathway 12 319 0,0156 

map04640 Hematopoietic cell lineage 6 83 0,0156 

map05205 Proteoglycans in cancer 7 183 0,0177 

map04370 VEGF signaling pathway 4 51 0,0216 

map05211 Renal cell carcinoma 4 62 0,0289 

map05206 MicroRNAs in cancer 5 134 0,0384 

map05219 Bladder cancer 3 39 0,0459 

map04621 
NOD-like receptor signaling 

pathway 
5 129 0,0165 
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Tabla S8. Rutas biológicas enriquecidas en las células DH82 infectadas por L. infantum BOS1FL1 con 
respecto al control de células no infectadas. 

Ruta biológica Descripción 
Nº DEG 
BOS-NI 

Nº de 
genes ruta 

FDR 

map04151 PI3K-Akt signaling pathway 20 319 4,80E-06 

map04510 Focal adhesion 12 184 0,00098 

map05165 Human papillomavirus infection 15 282 0,00098 

map05205 Proteoglycans in cancer 12 183 0,00098 

map05200 Pathways in cancer 19 475 0,0012 

map05412 
Arrhythmogenic right ventricular 

cardiomyopathy (ARVC) 
7 64 0,0014 

map05410 Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 7 70 0,0021 

map04015 Rap1 signaling pathway 11 193 0,0022 

map04360 Axon guidance 10 164 0,0023 

map05206 MicroRNAs in cancer 9 134 0,0023 

map05414 Dilated cardiomyopathy (DCM) 7 74 0,0023 

map04014 Ras signaling pathway 11 212 0,0032 

map04640 Hematopoietic cell lineage 7 83 0,0032 

map04010 MAPK signaling pathway 12 273 0,0061 

map04514 Cell adhesion molecules (CAMs) 8 126 0,0061 

map04621 NOD-like receptor signaling pathway 8 129 0,0061 

map04810 Regulation of actin cytoskeleton 10 197 0,0061 

map05164 Influenza A 8 134 0,007 

map04370 VEGF signaling pathway 5 51 0,0084 

map04512 ECM-receptor interaction 6 76 0,0084 

map04670 Leukocyte transendothelial migration 7 106 0,0084 

map05323 Rheumatoid arthritis 6 76 0,0084 

map04064 NF-kappa B signaling pathway 6 84 0,0109 

map04380 Osteoclast differentiation 7 115 0,0109 

map05167 
Kaposi's sarcoma-associated 

herpesvirus infection 
8 152 0,011 

map05133 Pertussis 5 62 0,0158 

map05211 Renal cell carcinoma 5 62 0,0158 

map04066 HIF-1 signaling pathway 6 94 0,0161 

map04060 
Cytokine-cytokine receptor 

interaction 
9 208 0,0174 

map04630 Jak-STAT signaling pathway 7 136 0,0207 

map01521 
EGFR tyrosine kinase inhibitor 

resistance 
5 76 0,0304 

map04071 Sphingolipid signaling pathway 6 110 0,0304 

map04620 Toll-like receptor signaling pathway 5 79 0,0334 

map05161 Hepatitis B 6 123 0,0464 

map04145 Phagosome 6 125 0,0485 

map04217 Necroptosis 6 126 0,0489 

map05219 Bladder cancer 3 39 0,0305 

map04978 Mineral absorption 3 38 0,0375 

map04668 TNF signaling pathway 4 99 0,0323 
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Tabla S9. Resultados del mapeo de las lecturas frente el genoma de referencia de L. infantum JPCM5.  

 

Tabla S10. Análisis de calidad de lecturas mapeadas frente al genoma de L. infantum. 

Muestra Lecturas totales 
Lecturas mapeadas 

totales 
% total de Mapeo 

BCN R1 21.413.648 8.182.463 38,21 

BCN R2 22.326.356 8.500.058 38,07 

BCN R3 20.144.002 7.761.730 38,53 

BOS R1 20.096.416 7.566.644 37,65 

BOS R2 18.457.056 6.840.244 37,06 

BOS R3 19.497.644 7.480.189 38,36 

Muestra 
Lecturas 
crudas 

Lecturas limpias 
Tasa de 

error (%) 
Q20 (%) Q30 (%) GC (%) 

BCN R1 10706824 10706824 0,03 95,89 91,53 57,93 

BCN R2 11163178 11163178 0,03 95,80 91,34 57,97 

BCN R3 10072001 10072001 0,03 95,91 91,49 57,98 

BOS R1 10048208 10048208 0,03 95,79 91,36 57,67 

BOS R2 9228528 9228528 0,03 95,91 91,58 57,77 

BOS R3 9748822 9748822 0,03 96,16 92,01 57,84 
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Tabla S11. Genes diferencialmente expresados al comparar L. infantum BCN150 y BOS1FL1 tras la infección de células DH82. 

ID_Gen Descripción 
Lecturas 

norm. BCN1 
Lecturas 

norm. BCN2 
Lecturas 

norm. BCN3 
Lecturas 

norm. BOS1 
Lecturas 

norm. BOS2 
Lecturas 

norm. BOS3 
Log2FC p-Valor FDR 

S33-1 
Putative 40S ribosomal protein 

S33 
410,562 379,815 426,020 492,467 479,395 635,472 -0,4039 8,38E-05 1,41E-02 

LINJ_27_1070 Putative histone H1 1586,006 1750,918 1798,200 2158,493 2006,483 2103,773 -0,2885 8,53E-08 5,74E-05 

LINJ_06_0590 
Putative 60S ribosomal protein 

L23a 
1092,957 1127,771 1084,865 1156,226 1330,153 1440,403 -0,2479 3,24E-04 3,73E-02 

LINJ_21_0020 Histone H4 1323,546 1229,235 1295,893 1356,068 1548,469 1558,198 -0,2133 4,73E-04 4,16E-02 

LINJ_29_1870 Putative histone H2A 1401,347 1322,617 1470,264 1530,420 1740,902 1586,096 -0,2115 3,58E-04 3,73E-02 

LINJ_33_2880 
Putative translation initiation 

factor IF-2 
1607,565 1733,858 1729,839 1869,946 2071,753 1868,184 -0,1954 3,14E-04 3,73E-02 

LINJ_21_1160 Histone H2A 1605,690 1592,887 1704,079 1897,476 1889,447 1795,854 -0,1878 2,07E-04 2,99E-02 

LINJ_21_1310 
Putative 40S ribosomal protein 

S23 
2870,183 3286,339 3222,890 3576,757 3383,900 3639,239 -0,1768 3,77E-04 3,73E-02 

HSP83 Heat shock protein 83 13650,713 13589,821 13291,819 12600,217 12117,672 12200,026 0,1347 4,81E-06 1,39E-03 

LINJ_08_1280 Beta tubulin 4051,252 4143,840 3947,123 3795,971 3649,481 3505,945 0,1491 2,42E-04 3,27E-02 

LINJ_13_1460 Alpha tubulin 5940,024 6831,276 6691,484 5808,661 5666,092 5583,886 0,1902 2,72E-05 5,89E-03 

LINJ_05_0960 Metallo-peptidase Family M49 869,866 884,438 850,058 766,739 744,976 689,203 0,2433 3,87E-04 3,73E-02 

LINJ_05_1110 Conserved hypothetical protein 1169,820 1210,378 1095,763 1012,463 922,780 959,924 0,2637 2,91E-05 5,89E-03 

LINJ_05_0100 
Putative phosphoprotein 

phosphatase 
553,977 477,686 482,492 413,958 365,736 419,515 0,3350 3,35E-04 3,73E-02 

LINJ_05_0890 Conserved hypothetical protein 676,771 703,061 716,308 569,956 545,790 519,744 0,3577 2,47E-06 8,33E-04 

LINJ_05_0570 Conserved hypothetical protein 342,135 344,796 356,668 272,233 274,583 264,522 0,3631 4,06E-04 3,73E-02 

LINJ_05_1080 Conserved hypothetical protein 477,114 486,666 535,992 399,683 397,245 357,517 0,3772 3,52E-05 6,48E-03 

LINJ_05_0140 
Putative nucleolar RNA helicase 

II 
354,320 372,631 365,584 284,468 262,204 284,154 0,3941 1,09E-04 1,70E-02 

LINJ_05_0400 
Putative structural 

maintenance of chromosome 
(SMC) 

487,425 530,663 566,705 380,311 407,373 394,716 0,4226 2,35E-06 8,33E-04 

LINJ_05_0060 Putative major vault protein 676,771 697,674 643,983 539,368 482,771 482,545 0,4235 1,13E-07 5,74E-05 

LINJ_05_1170 Conserved hypothetical protein 362,757 350,184 331,899 249,802 228,444 280,021 0,4612 2,42E-05 5,89E-03 

LINJ_05_0500 ATPase alpha subunit 1708,800 1820,057 1717,950 1261,245 1217,619 1266,811 0,4862 5,07E-20 1,03E-16 

LINJ_05_0510 ATPase alpha subunit 1135,138 1156,504 1259,235 733,092 840,630 790,465 0,5875 4,64E-18 4,70E-15 
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