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Articulo original
Parasitologia

Marcadores enzimaticos como indicadores de resistencia
a los antinelminticos en el nematodo parasito
gastroentérico de rumiantes Haemonchus contortus®

Estefan Miranda-Miranda,* Enrique Liébano-Hernandez,* Maria Eugenia Lopez-Arellano,*
Pedro Mendoza-de-Gives,* Raquel Cossio-Bayugar*

RESUMEN

ABSTRACT

La identificacion de resistencia a los antihelminticos del ne-
matodo paréasito Haemonchus contortus, se hace mediante
un complicado bioensayo que requiere larvas de nematodos
de referencia, asi como de campo, cultivadas en laboratorio
y expuestas a diferentes productos. Con el fin de evaluar
una posible alternativa diagnéstica, se hicieron ensayos en-
zimaticos en geles de poliacrilamida-SDS usando extractos
de larvas L, de H. contortus provenientes de tres cepas de
referencia con diferentes niveles de resistencia y susceptibili-
dad a productos antihelminticos, bencimidazoles e ivermec-
tinas. Los ensayos que se disefiaron para detectar las enzi-
mas esterasa (ES), fosfodiesterasa (FDE) y glutation-S
transferasa (GST), fueron procesados como zimogramas en
imagenes digitalizadas, a partir de las cuales se obtuvieron
sus respectivos densitogramas, valorando los diferentes pe-
sos moleculares (PM) en miles de Daltones (kDa). Se identi-
ficaron dos ES con PM de 17 y 60 kDa compartidos entre
nematodos sensibles y resistentes, asi como una ES de 24
kDa presente s6lo en cepas resistentes. Fue posible detectar
FDE de 160, 130, y 70 kDa en todas las cepas y una isozima
FDE de 41 kDa presente sélo en la cepa resistente a ivermec-
tinas, misma cepa que también mostr6 una actividad enzi-
matica FDE 94% mayor al nivel basal de la cepa sensible. EIl
ensayo GST de las cepas resistentes mostré una isozima de
PM de 49 kDa no detectable en la cepa susceptible, asi como
GST de 24 y 6 kDa presentes en todas las cepas. Los zimo-
gramas utilizados, asi como los datos obtenidos de éstos,

Anthelmintic resistance detection on the gastroenteric
parasitic nematode Heamonchus contortus, is achieved
by a complex bioassay which requires reference strains of
nematodes as well as field isolated worms, cultured and
exposed to different anthelmintic products. In order to
assess an alternate diagnostics procedure, enzymatic as-
says were performed on SDS polyacrylamide gels, using
larval nematodes extracts from three reference strains
with variable levels of resistance and susceptibility to ben-
cimidazole and ivermectine products. Zymograms were de-
signed for detection of esterase (ES), phosphodiesterase
(PDE), and glutathione-S transferase (GST). Zymograms
were processed as digital images obtaining their respec-
tive densitograms and molecular weight (MW) in thou-
sands of Daltons (kDa). Two ES were located with a MW
of 17 and 60 kDa shared among all strains used, as well
as a 24 kDa ES found only in both resistant strains. Sev-
eral PDE were detected in all strains with a MW of 160,
130 and 70 kDa, as well as an isozyme of 41 kDa found only
on the ivermectine resistant strain which also showed PDE
enzymatic activity up to 94% above the sensitive strain basal
activity. GST assay showed activity of 49 kDa band not
detectable on the sensitive strain, as well as 24 and 6 kDa
bands shared among all strains. We concluded that these
zymograms assays as well as the data obtained from them
may be used as anthelmintic resistance markers on field
nematodes.
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mostraron caracteristicas suficientes para usarse como in-
dicadores de resistencia a los antihelminticos en poblaciones
de H. contortus.

Palabras clave: Zimograma, densitometria, antihelminti-
cos, resistencia, esterasa, fosfodiesterasa, glutation-S-trans-
ferasa, H. contortus.

INTRODUCCION

La identificacion de enzimas en geles de poliacrilami-
da implica su localizacién visual mediante su activi-
dad especifica sobre un substrato cromogénico poste-
rior a su separacion electroforética, esta metodologia
permite la separacion de los componentes proteicos
mediante carga y/o peso molecular, de manera tal que
es posible identificar una poblacién heterogénea de
enzimas en una gran variedad de muestras biolégi-
cas. En 1957 se utilizaron por primera vez metodolo-
gias histoquimicas en geles de almidén, conteniendo
muestras bioldgicas, con el fin de identificar zonas en
el gel electroforético con actividad de esterasa; fueron
ellos quienes acufiaron el término zimograma, vigen-
te hasta la fecha, usado para describir el despliegue
visual de una poblacién de enzimas separadas electro-
foréticamente presentes en una muestra biolégica;! y
en 1959 se introdujo el concepto de isozima para de-
signar diferentes formas moleculares de la misma en-
zima en muestras de un mismo individuo o en dife-
rentes miembros de la misma especie.? Actualmente
las técnicas zimogréficas son valiosas para determi-
nar las rasgos génicos en organismos de una misma
especie que difieren en comportamiento y/o propieda-
des fenotipicas, y por lo mismo estas técnicas son
usadas en una gran variedad de procedimientos diag-
nosticos.® El fendmeno de la resistencia a los antihel-
minticos en los nematodos parasitos, constituye un
problema en el cual es necesario identificar y/o diag-
nosticar en nematodos dentro de una misma especie,
sutiles variaciones genéticas que los hacen resisten-
tes a los tratamientos antihelminticos. EI nematodo
parasito gastroentérico de rumiantes Haemonchus
contortus ha desarrollado resistencia hacia formula-
ciones comerciales basadas en bencimidazoles e iver-
mectinas, lo que ha dificultado el control de este pa-
rasito.*> Este problema de resistencia ha hecho
necesario utilizar estratégicamente las diferentes
formulas de antihelminticos, y por lo mismo, se han
disefiado complicados ensayos para identificar los ni-
veles de resistencia a los diferentes quimicos. Estos
procedimientos, implican el recuento de huevos del
parasito aislados de las explotaciones pecuarias cui-
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dadosamente controladas y tratadas con diferentes
productos,® ademas de ensayos in vitro con cepas de
referencia cultivadas en laboratorio.® Esto hace que
cada ensayo requiera de un tiempo considerable, asi
como altos costos de operacion. Una alternativa al
problema de diagndstico de resistencia, son las técni-
cas zimograficas, que han demostrado ser muy Utiles
en la masificacién del ensayo de deteccion de resis-
tencia de los artrépodos hacia los pesticidas, y ac-
tualmente se aplican en la identificacion de cepas de
artrépodos resistentes a diferentes productos quimi-
cos.”® Algunas modificaciones a la deteccion de enzi-
mas se ha aplicado en H. contortus, correlacionando
espectrofotométricamente los niveles de colinesterasa
y fosfatasa acida,® asi como zimogramas de diferentes
enzimas®® con los niveles de resistencia a bencimida-
zoles e ivermectinas. Otros trabajos correlacionan el
metabolismo protector de diferentes compuestos anti-
helminticos con la accién de glutatién-S transferasa
y el intercambio de glutation de los nematodos, pro-
tegiéndose contra los efectos toxicos de los quimi-
cos.* Sin embargo, estos trabajos no aprovechan
debidamente las ventajas de combinar los avances en
electroforesis en geles de poliacrilamida con el proce-
samiento de imagenes digitales de los zimogramas en
enzimas tales como esterasa, fosfodiesterasa y gluta-
tién-S transferasa; todas ellas con potencial implica-
cion en el fenémeno de resistencia y/o diferenciacion
zimografica de cepas de nematodos resistentes de ce-
pas sensibles a diferentes compuestos antihelminti-
cos. En este trabajo se pretendié implementar un
procedimiento de diferenciacion de cepas resistentes y
sensibles a las formulaciones de bencimidazoles e
ivermectinas en H. contortus.

MATERIAL Y METODOS
Cepas de nematodos

Se usaron cepas de referencia de H. contortus perte-
necientes al laboratorio de helmintologia del Centro
Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasito-
logia Veterinaria del INIFAP (CENID-PAVET/INI-
FAP), entre ellas una cepa resistente a bencimidazo-
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les aislada en 1987 en Hueytamalco, Puebla y cuyas
caracteristicas de resistencia se reportaron previa-
mente,* asi como una cepa resistente a ivermectinas
aislada en Calpulalpan, Tlaxcala en 2003 y cuyas
caracteristicas de resistencia han sido ya reportadas.®
Las cepas resistentes se compararon contra una
cepa susceptible a los antihelminticos aislada en Jo-
nacatepec, Morelos en 2003 y reportada en publica-
ciones previas.>®

Extractos

Se utilizaron larvas L, de cada cepa que fueron pesa-
das en lotes de 100 mg y maceradas en 1 mL de solu-
cién salina amortiguadora de fosfatos pH 7.2
(SSAF). El extracto fue centrifugado a 14,000 g du-
rante 5 min. y al sobrenadante se le determiné el
contenido proteico acorde al método descrito por
Bradford.®s Los extractos asi obtenidos fueron alma-
cenados en alicuotas de 50 pL a -20 °C.

Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS

Se utiliz6 el método descrito por Laemmli* en geles de
100 X 82 X 1.5 mm con 15 pozos de muestras con 75 g
de proteina de extracto por cada pozo. La separacion
electroforética se condujo a 15 mA durante 90 min.

Zimogramas

Los geles de poliacrilamida se sumergieron en una
solucion de agua-tritdn X-100 al 2.5% con agitacion
durante 15 min y 2 lavados posteriores en solucién
salina amortiguadora de fosfatos-triton X-100 al 0.2%
para detectar esterasa'’ y glutatién-S transferasa,®y

en Tris HCI 50 mM pH. 9.5 para detectar fosfodieste-
rasas.’® Los geles asi preparados se sumergieron en
diferentes soluciones de substrato, siguiendo las me-
todologias referidas en el cuadro I, hasta la aparicion
de bandas. Los zimogramas obtenidos fueron regis-
trados digitalmente en un procesador de imagenes
Epichem (UVP Life Sciences. www.uvp.com).

Densitometria

Se procesaron las imagenes digitales de cinco geles
por cada ensayo en la modalidad de densitometria del
paquete de programas de computadora LabWorks 4.0
(UVP Life Sciences. www.uvp.com) y se calibro el
densitometro para cuantificar la densidad 6ptica de
cada banda enzimética obtenida. Las densitometrias
se conjuntaron para complementar las zimografias
junto con la movilidad electroforética relativa (Rf) y
peso molecular (PM), para lo cual se utilizaron las
proteinas marcadoras de PM pretefidas Page Ruler
(Fermentas Life Sciences www.fermentas.com) con
un rango de 11 a 170 kDa que fueron corridos simul-
taneamente con los extractos de nematodos para for-
mar una curva de calibracion de PM (Figura 1), a
partir de la cual el programa de computadora fue ca-
librado para calcular de manera automatica las me-
dias de las Rf, las medias de los pesos moleculares,
asi como las medias de las DO de cada banda presen-
te en las cinco repeticiones de cada ensayo junto con
sus medidas de dispersién.

RESULTADOS

Los zimogramas obtenidos de los extractos de nema-
todos mostraron actividad especifica para las enzi-

Cuadro |I. Condiciones de ensayo y substratos utilizados para la obtencidén de zimogramas.

Enzima Substrato Sol. amortiguadora Referencia
Esterasa o-Naftil acetato SSAF’ 17
Fast Gardnet
Fosfodiesterasa BCIP! 2.5 mM; Tris HCI 50 mM pH 19
NBT24mM. 9.6
Glutation S Glutation reducido SSAF’ 18
Transferasa 4.5 mM; glutation reductasa 1.5 U/mL; Tris-HCI 50 mM
EDTA?® 5.4 mM; pH. 9.6

NADPH*1mM
CDNBS1mM; NBT?
1mM; PMS®3 mM.

1. Bromo cloro indolil fosfato; 2. Nitro azul de tetrazolio; 3. Acido etilen-diamino tetracético; 4. Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; 5. Cloro dinitro
benceno; 6. Metosulfato de fenacina; 7. Solucion salina amortiguadora de fosfatos: K,H PO,50 mM; NaCl 150 mM, pH 7.2.
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Figura 1. Calibracién de programa para el calculo de pesos
moleculares. A. Imagen digitalizada y densitograma de los mar-
cadores de peso molecular generados por el programa a partir
de la imagen digital. B. Curva de calibracién semilogaritmica
generada por el programa.

D.O: Densidad 6ptica; Rf: Movilidad electroforética relativa;
MP: Marcadores de peso molecular.

mas esterasa, fosfodiesterasa, y glutation-S transfe-
rasa al usar los substratos enzimaticos correspon-
dientes descritos en el cuadro I.

Se observaron variaciones de cepas tanto en los ni-
veles de DO, como en la Rf cuando se comparan las
cepas en funcién de actividad de esterasas (Figura 2),
identificando una banda en Rf 0.61 con un PM de 24
kDa presente en ambas cepas resistentes, que mostré
un incremento de la DO del 97% en la cepa resistente
a ivermectinas cuando se compara con el nivel basal
de la susceptible, ademas de dos bandas con actividad
de esterasa que parecen ser compartidas entre todas
las cepas pero con mayor DO en las cepas resistentes.
Similarmente, se identificaron tres fosfodiesterasas
gue parecen ser compartidas entre todas las cepas de
nematodos, incrementandose la DO de todas las ban-
das en ambas cepas resistentes con un aumento de
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hasta el 94% al compararse los nematodos suscepti-
bles con los resistentes a ivermectinas, en esta ulti-
ma cepa se identificé una fosfodiesterasa adicional
con Rf de 0.44 y un PM de 41 kDa (Figura 3). La ac-
tividad de GST también mostr6 una banda adicional
con Rf 0.48 y PM 49 kDa presente so6lo en las cepas
resistentes (Figura 4).

DISCUSION

El analisis de zimogramas es un procedimiento muy
confiable para identificar diferencias genéticas entre
individuos de una misma especie.® En este trabajo
nos hemos concentrado en identificar enzimas que
pudiesen constituir diferencias genéticas que actien
de manera directa y/o indirecta en la degradacién de
los antihelminticos y/o en la reparacion del dafo
ocasionado por los diferentes quimicos a nivel celu-
lar y molecular.'*'* Pocos reportes se han hecho
dando cuenta sobre el posible papel de esterasas y
fosfatasas en la resistencia de H. contortus a pro-
ductos antihelminticos, atribuyendo parte del efecto
neutralizador a la degradacion hidrolitica que estas
enzimas ejercen sobre la estructura quimica de los
diferentes productos;®? asi como un efecto de pro-
teccion celular contra el nocivo de perdéxidos y radi-
cales libres producidos de manera indirecta por los
productos antihelminticos para el caso de glutation-
S transferasa.'®!* Los resultados obtenidos en este
trabajo muestran diferencias en los zimogramas de
las cepas analizadas cuando se utilizan aquellos
substratos correspondientes a las tres enzimas, pro-
bablemente debido a que participan activamente en
la degradacidn y metabolismo de los antihelminticos
en los nematodos utilizados. Los zimogramas-densi-
togramas mostraron una esterasa que no se encuen-
tra en la cepa susceptible y parece ser sélo encon-
trada en las cepas resistentes, este hallazgo es de
considerable importancia ya que algunas isoenzimas
de esterasas participan activamente en la degrada-
cién de xenobiontes, asi como de diferentes produc-
tos quimicos y actualmente se utilizan para diagnos-
ticar la resistencia a diferentes pesticidas en el afido
parasito de plantas Myzus persicae y el mosquito he-
matdfago Culex pipiens.”® Estos mismos modelos de
resistencia a pesticidas nos indican que no es nece-
sario encontrar isoenzimas diferentes en organismos
resistentes ya que, tanto M. persicae como C. pi-
piens, adquieren resistencia a partir de una activi-
dad enzimatica incrementada de isoenzimas compar-
tidas con las variedades sensibles de artréopodos,
esto se asemeja a los datos encontrados en este tra-
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Figura 2. A. Zimograma y B. densitogramas obteni-
dos de las esterasas presentes en los extractos de H.
contortus. 1. cepa susceptible; 2. cepa resistente a
bencimidazol; 3. cepa resistente a ivermectina. Los
pesos moleculares se representan en kiloDaltones
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\ de H. contortus. 1. cepa susceptible 2. cepa resis-
e tente a bencimidazol; 3. cepa resistente a ivermecti-
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bajo con respecto a las fosfodiesterasas, ya que si
bien parece haber una isoenzima de 41 kDa exclusi-
va de la cepa resistente a ivermectinas, el resto de
FDE mostro hasta el 94% de incremento, sugiriendo
que la DO debida a la actividad de FDE y no la pre-
sencia de isoenzimas diferentes, podrian ser la clave
para identificar la resistencia a ivermectinas, lo
cual requerird un andlisis estadistico detallado para
poder ser comprobado.

10
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Daltones (kDa). La reaccidn enzimatica produce
Rf bandas de color violeta sobre un fondo claro.

Los datos relacionados con GST muestran varia-
ciones en la actividad de las diferentes cepas, asi
como una banda de 49 kDa que no esta presente en la
cepa susceptible; la enzima GST se encuentra involu-
crada en la prevencidn de dafio ocasionado por la pre-
sencia de radicales libres a nivel de membrana celu-
lar, proceso documentado como parte de la toxicidad
de los xenobiontes,'*2 por lo que los zimogramas de
GST parecen ser una opcion clara para profundizar

Bioquimia
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en la identificacion de helmintos resistentes a dife-
rentes productos quimicos. Esta enzima ha sido pre-
viamente estudiada en H. contortus con la finalidad
de correlacionar la conjugacion del tripéptido gluta-
tion con los niveles de resistencia del nematodo a di-
versas férmulas antihelminticas, ya que se conoce
gue la GST de diferentes invertebrados cumple esta
misma funcién en una gran cantidad de productos
quimicos, inutilizando su funcionamiento téxico.
Existe la probabilidad de que la isoenzima GST de 49
kDa descrita en este trabajo y presente solo en las ce-
pas resistentes, cumpla alguna funcién que ayude al
fendmeno de resistencia de las cepas analizadas, ya
gue al estar ausente en los nematodos sensibles, pue-
de constituir un parametro diagnostico de resistencia
en H. contortus que discrimine resistencia de suscep-
tibilidad a ivermectinas y bencimidazoles.

Es claro que se debe de afinar la técnica y valorar
una muestra grande de nematodos tanto de referen-
cias como poblaciones de campo para poder estimar
la utilidad de usar estas enzimas detectadas por los
zimogramas-densitogramas utilizados. Actualmente
nuestro grupo de trabajo valora un ensayo estadisti-
co que permitira identificar el tipo de herencia de
los genes responsables de la actividad enzimética de
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esterasas, fosfodiesterasas y glutatién-S-transferasa
en H. contortus (datos no mostrados), que espera-
mos sea Util en establecer la correlacion entre los
niveles de actividad enzimatica, la resistencia y los
diferentes alelos de resistencia de la poblacion de ne-
matodos, de la misma forma que actualmente se uti-
lizan estos datos en control de poblaciones de garra-
patas de ganado resistentes a los acaricidas.?'?2 El
procedimiento aqui descrito constituye una herra-
mienta Gtil en el diagnostico de la resistencia a los
antihelminticos en H. contortus, que combina los va-
lores obtenidos conjuntamente de zimogramas y sus
respectivos densitogramas, analizando simultanea-
mente multiples enzimas, esto tiene una gran venta-
ja sobre el sistema tradicional de diagndstico de re-
sistencia y debera ser estudiada a profundidad sobre
poblaciones de nematodos proveniente de campo,
esta metodologia puede proporcionar resultados en
dias en lugar de semanas, s6lo requiere pequefas
cantidades de muestras provenientes de cepas de re-
ferencia y poblaciones de campo, que pueden ser
congeladas por tiempo indefinido para ser procesa-
das en el momento mas oportuno, razones por las
cuales abatiria los elevados costos del diagndstico
gue actualmente se hace.
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