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RESUMEN

El diagnostico de la resistencia de los helmintos a los tratamientos antiparasitarios
constituye un problema, por lo que se requiere un analisis entre organismos de
una misma especie, para identificar aquellas variaciones genéticas y bioquimicas
gue los hacen resistentes. Esto ha llevado al disefio de bioensayos complicados
que permitan identificar la resistencia de estos organismos a los diferentes
quimicos comerciales disponibles. Algunos de estos bioensayos se hacen in vitro
con cepas de helmintos de referencia cultivados en laboratorio a la par de los
helmintos que se desea diagnosticar, lo que hace que cada ensayo requiera de
altos costos operativos y de un tiempo considerable para llevarse a cabo. Una
alternativa al problema de diagndstico de resistencia, son las técnicas moleculares
y bioquimicas que han demostrado ser muy utiles en la deteccion de artropodos
resistentes a los pesticidas, y actualmente se utilizan en la identificacion de cepas
de artropodos y helmintos resistentes a diferentes productos quimicos. En este
estudio se pretende disefiar un procedimiento para detectar a las carboxil-
esterasas, enzimas que permiten metabolizar xenobidticos de F. hepatica, por
medio de zimogramas y (PCR. Este procedimiento intentar4d detectar
carboxilesterasas en cepas de pardsitos cultivadas in vitro que muestren
diferentes niveles de susceptibilidad y/o resistencia a los productos fasciolicidas
comerciales y también permitird diferenciar un complejo patron de isozimas en
diferentes etapas de desarrollo del trematodo. Los procedimientos desarrollados
en este estudio permitiran identificar caracteristicas fenotipicas, tales como la
resistencia o susceptibilidad a los tratamientos fasciolicidas, algo necesario para

implementar medidas de control, prevencion y tratamiento de la fasciolasis.
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1. Introduccién

El tratamiento antiparasitario basado en productos quimicos con propiedades
antihelminticas, actualmente constituye la base de la prevencion y el tratamiento
contra los helmintos parasitos de plantas, animales de interés pecuario, animales
domésticos y humanos (Miranda-Miranda et al 1994; 1995; Scarcella et al 2012).
Como efecto adverso, la exposicion de los helmintos a diferentes productos
quimicos, ha generado en estos una respuesta adaptativa que activa un proceso
de decodificacion bioquimico-metabodlico que origina tolerancia y/o resistencia a
los tratamientos quimicos, lo que evita o disminuye el control de la helmintiasis
parasitaria en cualquier especie afectada (Miranda et al 2006; 2008; 2009). El
proceso de resistencia a los contaminantes quimicos ambientales ajenos a un
ecosistema, también conocidos como xenobiodticos, se ha desarrollado durante el
proceso evolutivo de la mayoria de los organismos metazoarios; en los helmintos
este proceso se facilita por la acciéon de un grupo de enzimas metabolizantes de
xenobiodticos (EMX) (Virkel et al 2006; Gregus et al 2006). EI complejo EMX
confiere una resistencia que protege a los helmintos de la accion toxica de los
xenobibticos naturales, como las toxinas y/o venenos producidos por ciertos
microorganismos, plantas o animales (Virkel et al 2006; Gusson et al 2006). En
general, los helmintos tanto parasitos como de vida libre, tienen un complejo EMX
eficiente (Alvarez et al 2005; Virkel et al 2006; Lindblom y Doll 2006; Laing et al
2010) que puede conferir nuevas propiedades quimicas y funciones metabdlicas,
alterando la hidrofilicidad y toxicidad de los xenobidticos en un proceso
denominado biotransformacion (Scarcella et al 2012; Gusson et al 2006; Gregus et
al 2006; Virkel et al 2006; Lindblom y Doll 2006; Laing et al 2010). Las EMX de los
helmintos incluyen enzimas tales como, citocromo P-450, monoxigenasas
dependientes de flavina, alcohol y aldehido deshidrogenasas, glutation S
transferasas y carboxilesterasas (Gregus et al 2006; Virkel et al 2006; Lindblom y
Doll 2006; Laing et al 2010). Se ha reportado que diversos helmintos expuestos
ante una variedad de compuestos quimicos, sobre expresan su complejo EMX,

afectando no solo el tiempo de accion de los quimicos sino la susceptibilidad a
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estos, originando tolerancia y/o resistencia (Gusson et al 2006; Scarcella et al
2012).

La fasciolasis es una zoonosis distribuida mundialmente provocada por el
trematodo parasito equinostomido digenético Fasciola hepatica, el cual afecta
equinos, bovinos, ovinos, caprinos, cerdos y en algunos casos a el hombre
(Bowman 1995, Miranda-Miranda et al 1994, 1995, Solana et al 2001., Scarcella et
al 2012). La fasciolasis del ganado es tratada principalmente con triclabendazol
(TCBZ) que es un derivado halogenado del tiol-benzimidazol (Solana et al 2001;
Alvarez et al 2005; WHO 2007). EI TCBZ ha mostrado eficacia contra fases
juveniles y maduras de F. hepatica cuando se administra de manera oral en
ganado infectado. Los trematodos parasitos metabolizan TCBZ mediante su
complejo EMX y la exposicion de F. hepatica a estos antihelminticos ha generado
resistencia y/o tolerancia al TCBZ en varias regiones del mundo (Alvarez et al
2005; Devine et al 2009; 2010; 2011; Scarcella et al 2012).

Sin embargo solo unos pocos estudios se han concentrado en las mediciones del
complejo EMX en helmintos resistentes (Alvarez et al 2005; Brennan et al 2007;
Scarcella et al 2012). En México existen pocos datos sobre la resistencia de este
pardsito al TCBZ a pesar de que se utiliza en el tratamiento de la fasciolasis del

ganado desde hace décadas, por lo que es urgente abordar el tema.

Una alternativa al problema de diagndstico de resistencia, son las técnicas
bioquimicas y moleculares, que han demostrado ser muy utiles en la deteccion de

resistencia de los artrépodos y de los helmintos a los productos quimicos.
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2. Antecedentes
2.1. Taxonomia de Fasciola hepatica

Fasciola hepatica es un trematodo invertebrado del reino Animalia y del filo
platelminto. Es el agente causal de la fasciolasis, una enfermedad zoondtica de
distribucion mundial que afecta el higado de bovinos, ovinos, caprinos, roedores,
equinos, porcinos y también se presenta en humanos por consumir frutas y
verduras crudas contaminadas con la fase infectante (Urquhart et al 2001;
Bowman 1995; Miranda-Miranda et al 1994; 1995; Solana et al 2001; Scarcella et
al 2012).

Los trematodos son gusanos aplanados dorsoventralmente, habitualmente
tienen forma de hoja u ovoide Yy tienen cuerpo insegmentado (Quiroz, 2005).
Estos parasitos muestran un ciclo de vida complejo que requiere uno 0 mas
hospederos, es decir, un hospedero intermediario como los moluscos y un

hospedero definitivo como distintos vertebrados (Quiroz, 2005).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Fasciola hepatica (Urquhart et al 2001)

Reino Animalia
Filum Platelminto
Clase Trematodo

Subclase Digenea

Orden Echinostomida

Familia Fasciolidae

Género Fasciola

Especie  F. hepatica
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2.2Ecosistema de Fasciola hepatica

F. hepatica es endémico en los lugares en donde existan caracoles del género
Lymnaea spp. Estos moluscos habitan ambientes humedos y calidos,
generalmente en cuerpos de agua somera y estancada con abundante vegetacion
semiacuatica (Martinez, Sanchez et al 2012). En México las condiciones
favorables se presentan en todo el territorio nacional y se ha reportado la
presencia del hospedero intermediario en todos los estados (Quiroz, 2005).
Existen diversos elementos que contribuyen a la permanencia del ciclo biolégico
de Fasciola hepatica, tales como factores climaticos, biolégicos, geogréficos y
humanos que hacen que la incidencia de la enfermedad fluctie a lo largo del afio.
Entre los factores mas importantes se encuentran las bajas temperaturas, climas
hamedos, presencia de ganado y vegetacion silvestre cerca de fuentes de agua
renovables, ademas de la falta de drenajes. En los casos de infestacién en
humanos un factor importante es el consumo de vegetales crudos de tallo corto y

del agua de manantiales, canales o acequias (Martinez, Sanchez et al 2012).

2.3 Morfologia y ubicacion parasitaria de Fasciola hepatica

F. hepatica es un trematodo parasito hermafrodita de aspecto carnoso,
alargado, en forma de ovalo, mide aproximadamente de 1 a 2 cm de longitud y de
20 mm a 50 mm de ancho (Figura 1) (Quiroz, 2005). Tiene varias etapas de
desarrollo (Tabla 2), las cuales pueden ser de vida libre o parasitaria, mismas que
se describen en la Tabla 3.

En el caso particular de este parasito y debido a su localizacion en el
hospedero definitivo y su forma aplanada recibe los nombres comunes de duela
del higado, palomilla del higado, orejuela, conchuela, duela del carnero, entre
muchos otros (Olaechea, 2007; Mendoza Panama et al 1984). En los animales
infestados se localiza principalmente en los conductos biliares, pero durante su
migracion del intestino al higado puede hospedarse en pulmones, conductos
sanguineos y traquea (Pintor, 2006). Su estructura estd conformada por dos
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ventosas (una oral y una ventral), intestino ciego, canal de Laurer, poro genital,

conducto eferente y en su etapa adulta por dos aparatos reproductores (Pintor,

2006).

Tabla 2. Descripcion de las diferentes etapas de desarrollo de Fasciola hepatica (Romero, 2007).

Etapa de desarrollo

Caracteristicas

Huevos Son ovalados y operculados, generalmente miden 140 um
por 75 pm.
Miracidio Cuentan con una papila cénica en la parte proximal. Su

cuerpo esta lleno de cilios de gran movilidad y miden 128

pKm por 25 pm.

Esporoquiste

Tienen forma de ovalo, alargada, y en ocasiones
semiesférica, con un extremo coénico y otro redondo, miden
550 pm.

Redia Su longitud es de 1 a 3 mm, presentan masas germinales
en diferentes etapas de desarrollo.
Cercaria Tienen una cabeza redonda en reposo y alargada en

actividad. Contintia con una cola, que le da movilidad y mide
700 pm, miden de 270 a 340 pm de largo y 270 pum de

ancho.

Metacercaria

Miden aproximadamente 0.5 mm.

Juvenil

Su longitud es de 3 a 5 mm.

Adulta

Es la fase madura del parasito. Puede medir de 1 a 2 cm de

largo y de ancho de 20 a 50 mm.
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Tabla 3. Fases de vida libre y parasitaria de F. hepatica. Ademas se representa aquellas que estan

presentes en los hospederos intermediario y definitivo.

Fase parasitaria en el Fase de vida | Fase parasitaria en el
hospedero intermediario libre hospedero definitivo
Miracidio Huevos Metacercaria
Esporoquiste *Miracidio Juvenil
Redia +Cercaria Adulta
Cercaria

*Mientras no encuentre al caracol del género Lymnaea.
+Mientras no encuentre una planta a la cual adherirse.

En la Figura 1 se muestra una comparacion entre la estructura real y la

estructura tedrica de Fasciola hepatica adulta (imagen adaptada de Pintor, 2006),

mostrando una mejor localizacion de las ventosas y el poro genital con respecto a

las partes restantes que son menos apreciables.

Poro Genital
/

Ventosa oral

Intesting Clego

Ventoss veniral

. Itero
Ovario Uters

Canal de Lovirer

Testiculo

Conduio eferente

Testiculy -
Glindulas
\-ilclugcna.s

Adaptada de Pintor, 2006.

Figura 1. Comparacion de la estructura real y la estructura tedrica de una Fasciola hepatica en
etapa adulta, en este estadio es donde presenta érganos mas desarrollados, en comparacion con

sus etapas anteriores.



2.4 Distribucién geografica

Los trematodos parasitos del género Fasciola spp., se caracterizan por tener
una distribucién mundial. F. gigantica se encuentra distribuida en paises de Africa
y en algunos paises de Asia, mientras que F. hepatica se encuentra distribuida en
paises de Europa y América (Pintor, 2006).

En México, Fasciola hepatica se encuentra en mayor o0 menor prevalencia en el
Litoral del Golfo y del Pacifico, en los Valles del Altiplano, en las llanuras del norte;
es endémica en animales o enzodtica en Veracruz, Tabasco, Jalisco, Guanajuato,
Michoacan, Querétaro y México (Mendoza et al 1984).

En estos estados se presentan las zonas de mayor incidencia enzodtica a nivel
nacional (Pintor, 2006). Su distribucion esta establecida durante determinados
meses del afio por las condiciones 6ptimas del medio ambiente que permiten el

desarrollo de los moluscos del género Lymnae (Pintor, 2006).

2.5Hospederos
Como se menciond, F. hepatica es un parasito que para completar su ciclo de vida
requiere de un hospedero intermediario, caracoles del género Lymnaea, de un
hospedero definitivo, entre los que se encuentran los mamiferos, incluyendo al
humano (Olaechea, 2007).

2.5.1 Hospedero intermediario

El hospedero intermediario es imprescindible para el desarrollo ulterior de F.
hepatica y estd condicionado casi exclusivamente a caracoles del género
Lymnaea, los cuales en México pueden ser L. bulimoides, L. cubensis y L. humilis
(Gasque, 2008; Olaechea, 2007). Estos moluscos de agua dulce son hospederos
intermediarios obligatorios de F. hepatica y llegan a producir cerca de 3,000
huevos por mes, habitualmente se encuentran en zonas con presencia de agua
poco profunda, no estancada o bien pueden vivir en barro himedo (Olaechea,
2007; Reyes, 2011). A continuacion, se muestra una tabla en donde se puede

observar la clasificacion taxonomica de este hospedero (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion taxondmica de caracoles del
género Lymnaea (Reyes,2011)
Reino Animalia
Phylum Mollusca
Clase Gastropoda
Orden Basommatophora
Familia Lymnaeidae
Género Lymnaea

En la Figura 2 se observan diferentes perfiles de los caracoles del género
Lymnaea, asi como las diferencias en su color, el cual muchas veces puede variar
debido a las condiciones del ambiente (Reyes, 2011). Estos caracoles tienen la
capacidad de adaptarse a condiciones de sequia o frio (temperaturas menores a
10°C inhiben la actividad de estos), donde tanto el caracol como los estadios
intermediarios de F. hepatica disminuyen su actividad metabdlica pero pueden
sobrevivir varios meses hasta que las condiciones sean favorables para seguir
desarrollandose (Boray, 1969).

Una manera de controlar la introduccion y propagaciéon de F. hepatica es
ejerciendo control del hospedero intermediario mediante el uso de barreras
naturales o proliferacion de aguas salobres y duras (agua con cantidades
considerables de Ca?* y Mg?*), o aquellas que contienen gran cantidad de cloruro
de calcio, nitratos y sulfatos, asi como carbonatos de calcio y magnesio
(Olaechea, 2004).

Un factor que contribuye al incremento de habitats potenciales de los
caracoles del género Lymnaea es el uso de agua de riego destinada a mejorar la
calidad y la cantidad de los pastizales, asi como las inundaciones por lluvias o
desbordes de rios y canales. Cabe mencionar que la humedad definira las zonas
endémicas del caracol, constituyendo puntos de diseminacion donde las
poblaciones de caracoles tienen las mejores condiciones de supervivencia
(Olaechea, 2007).
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Figura 2. Diferentes vistas de los caracoles del género Lymnaea (Foto adaptada de Reyes, 2011).

2.5.2 Hospedero definitivo

F. hepatica utiliza como hospederos definitivos a una gran diversidad de
mamiferos, pero todos ellos presentan cierta resistencia a la infestacion de este
parasito. En la Tabla 5 se muestra una comparacion de resistencia de diferentes
mamiferos a este parasito (Olaechea, 1994). F. hepatica puede llegar a infestar a

roedores como los conejos y también a los humanos (Alatoom et al 2008).

Figura 3. Focos de infestacion de Fasciola hepatica. En estas fotos se puede apreciar una de las

formas en las que los animales de pastoreo pueden llegar a infestarse con F. hepatica, dichos
animales pueden adquirir al parasito debido a la exposicion a las aguas contaminadas y a las
plantas que crecen alrededor, que también se encuentran infestadas con este parésito (Fotos
tomadas de los trabajos de Flores, 2005 y Reyes, 2011).
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Entre los mamiferos mas vulnerables a la fasciolasis y mas importantes en
el aspecto econdmico y epidemiologico se encuentran los bovinos y ovinos, estos

altimos presentando mayor incidencia de muerte (Olaechea, 2007).

Tabla 5. Resistencia a la infestacién, de algunos huéspedes, a F. hepatica (Tomado de Olaechea
2007).

RESISTENCIA
_ Alta Moderada Baja
Equino Bovino Ovino
- Porcino Hombre Caprino
'5'% Conejo Guanaco
L:I)J Liebre Laucha
L Ciervo Rata

Hamster

2.5.3 Localizaciéon de Fasciola hepatica en el hospedero definitivo

Fasciola hepatica en estados larvarios pueden migrar a través del
parénquima hepatico y la vesicula biliar, el parasito inmaduro pasa a través de la
pared intestinal al peritoneo y la capsula hepatica para después buscar los canales
biliares y desarrollarse a su etapa adulta en 3 0 4 meses, en su etapa parasitaria
adulta se puede localizar en los canaliculos biliares del higado de su hospedero
definitivo (Martinez, Sanchez et al 2012; Reyes, 2011). En ocasiones este parasito
puede llegar accidentalmente a ndodulos linfaticos, peritoneo, pancreas,
musculatura, bazo, pulmones, piel y utero (Reyes, 2011).

2.5.4. Actividad estacional de la fase parasitaria de Fasciola hepatica

Debido a factores como la humedad y la temperatura, la enfermedad
parasitaria denominada fasciolasis enzoética puede presentarse a lo largo del pais
de tres formas diferentes que son fasciolasis estacional, fasciolasis permanente y
fasciolasis otofial (Flores, 2005).
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2.5.4.1 Fasciolasis estacional

La fasciolasis estacional sucede en todos los lugares de riego y en el
altiplano de México que muestra lluvias monzonicas con estaciones secas bien
definidas. Los caracoles sobrevivientes a la sequia se reproducen con las
primeras lluvias de mayo o junio y son infestados por las formas de vida libre de F.
hepatica en julio y agosto, esto significa que para el mes de septiembre la pastura
estq altamente contaminada con metacercarias infestivas y en el bimestre
noviembre-diciembre ocurren los casos de fasciolasis aguda (Flores, 2005).
Regularmente pueden aparecer casos en animales que pastan cerca de un canal
de riego, donde se depositan huevecillos en la ribera (Flores, 2005) (Figura 3).
Una vez instalada la duela adulta en los conductos hepato-biliares del hospedero,
ocurre la primera ovoposicion del afio entre los meses de enero y febrero, pero la
fase cronica de la enfermedad solo aparece en los meses de marzo y abril.

En época de lluvias las inundaciones arrastran multiples metacercarias que
son esparcidas a sembradios, la mayoria de las veces de alfalfa, que
posteriormente se utilizan en la alimentacién del ganado, los cuales presentaran
severas parasitosis, aunque nunca hayan pastoreado (Flores, 2005).

En la Figura 4 se muestra como se desarrolla la fasciolasis estacional en
México alrededor de un afio, se aprecia la época en la que se pueden encontrar
mayor cantidad de metacercarias y huevecillos del parasito, asi como caracoles

del género Lymnaea spp.
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Figura 4. Desarrollo de la Fasciolasis estacional en México durante un afio (Adaptado de Flores,
2005).Las flechas rojas indican los meses en los que se pueden encontrar mas cantidad de
huevecillos, metacercarias y limneas de F. hepatica (mismos que se encuentran representados en

los distintos tonos de color azul).

2.5.4.2 Fasciolasis permanente

La fasciolasis esta presente todo el afio en zonas donde las condiciones
resultan favorables para el desarrollo de caracoles y metacercarias principalmente
en las vertientes de las Sierras Madre Oriental y Occidental, asi como en zonas
del trépico humedo de México. Los lugares de excepcion son la peninsula de
Yucatan, ya que en esta zona la filtracién del agua impide que las condiciones de
humedad resulten favorables y la capa de suelo fértil impide la formacién de un
microclima en la época de calor, y en las costas de Oaxaca y Guerrero el clima
caluroso y la falta de una capa de suelo fértil imposibilitan el crecimiento y
desarrollo del paréasito (Flores, 2005).
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2.5.4.3 Fasciolasis otofial

Se presenta en las vertientes de los rios de las cadenas montafiosas,
especificamente en la region del Golfo de México, en donde es habitual encontrar
brotes agudos. En el norte de Veracruz, entre Nautla y Tuxpan, en la cuenca de
Papaloapan y en la del rio Grijalva, durante la época de ciclones y tormentas
tropicales que corresponden a los meses de mayo a septiembre se acumulan
numerosas metacercarias y caracoles, esto se debe a que las aguas los arrastran

hacia las zonas bajas cercanas al mar (Flores, 2005).

2.6. Ciclo bioldgico de Fasciola hepatica

La fasciolasis es una enfermedad parasitaria de importancia econémica y
ganadera que afecta principalmente a bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos,
conejos, venados y en algunos casos al hombre (Gasque, 2008; Martinez,
Sanchez et al 2012). Para poder llevar a cabo la infestacién por este paréasito se
requiere de un ciclo biolégico muy complejo (Figura 6) que inicia en los conductos
biliares de los hospederos definitivos, en estos produce sus huevos, que tienen
forma ovalada y miden alrededor de 130- 150 x 60-90 um y presentan en uno de
sus extremos un opérculo claramente visible al microscopio (Figura 5). Los huevos
salen al intestino con la bilis donde posteriormente seran eliminados al medio con
la materia fecal. Para que el ciclo pueda continuar es necesario que los huevos
expulsados se depositen en el agua dulce para dar lugar a la forma larvaria que
sale por el opérculo llamada miracidio. Una vez liberado, el miracidio ciliado nada
en el agua hasta encontrar e invadir a un molusco de la familia Lymnaeidae. En el
interior del caracol el parasito lleva a cabo otro ciclo, el cual estd conformado por
tres fases de transformacion del parasito en donde pasa de miracidio ciliado a
esporoquiste, de esporoquiste a redia y finalmente de redia a cercaria; donde esta
tltima tiene cola no bifurcada y su cuerpo es de forma redonda, la cual nadara
hasta encontrar una planta a la cual adherirse y convertirse en metacercaria (en

esta forma el parasito mide alrededor de 0.5 mm). Fasciola hepatica infesta a sus
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hospederos definitivos mediante el consumo de las plantas a las que se adhieren,

ya que la mayoria de dichos hospederos ingiere las plantas infestadas con

metacercarias. Una vez dentro del hospedero definitivo pasa por la pared

intestinal, el peritoneo y la capsula hepatica hasta llegar a los conductos biliares

en donde se desarrolla a adulto de 3 a 4 meses y en donde provoca su mayor

dafio al alimentarse del hospedero y causarle lesiones severas (Martinez,

Sanchez et al 2012).

Figura 5. Huevo de F. hepatica vista al microscopio 6ptico a 40X.
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Figura 6. Ciclo bioldgico de Fasciola hepatica tomado de CDC, 2017
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2.7 Lesiones ocasionadas por Fasciola hepatica

Como ya se mencioné anteriormente, una forma de infestacién de Fasciola
hepatica puede darse por el consumo de alimentos y de aguas contaminadas con
metacercarias (Alatoom et al 2008). Estas llevan a cabo el desenquistamiento en
dos fases. La primera fase o “activacion”, ocurre en el rumen, es iniciada por altas
concentraciones de diéxido de carbono en un ambiente reductor y a una
temperatura de 39°C. Una vez que el parésito se encuentra en el intestino delgado
comienza la segunda fase, por debajo de la desembocadura del conducto
colédoco y es desencadenada por la bilis y el parasito. Se disuelve la membrana
quistica dejando libres a los trematodos jovenes que atraviesan la pared intestinal,
alcanzando la cavidad peritoneal en un lapso de 2 a 28 horas aproximadamente.
Después penetra el higado, logrando en 90 horas perforar la capsula de Glisson,
en donde las fasciolas miden cerca de 1 a 2 mm y tienen forma lanceolada.
Posteriormente, de 4 a 6 dias llegan al tejido hepético, en donde se mantienen
entre 6 y 8 semanas, para alojarse definitivamente en los conductos biliares, como
se muestra en las Figuras 7 y 8; en donde alcanzan la madurez sexual y pueden

permanecer vivos hasta un afio (Gasque, 2008; Sol6rzano, 1999; Reyes, 2011).

Las fasciolas jévenes se alimentan con sangre y tejidos hepaticos; las adultas con
sangre, bilis y tejido epitelial proliferado. Ademas, durante su migracion, pueden

debilitar y perforar la capsula hepatica causando una peritonitis.

Las fasciolas se mueven sobre la pared de los conductos biliares, por medio de su
revestimiento espinoso, causando una fuerte irritacién; igualmente, los productos
metabdlicos y secreciones causan inflamaciones crénicas en las vias biliares y por
la conduccion linfatica de productos irritantes causa cirrosis hepatica. El periodo
prepatente es de 55 a 60 dias (Gasque, 2008; Solorzano, 1999; Reyes, 2011).
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Figura 7 Conductos biliares de oveja
tapados por la presencia de Fasciola
hepatica, imagen tomada de Reyes,
2011

En roedores, ovinos y humanos este parasito puede ocasionar hepatitis,
ictericia e incluso la muerte. Por otro lado, en los bovinos y conejos es mortal
cuando se presentan cantidades grandes de infestacion; debido a esto, no se le
toma el cuidado suficiente y se llegan a generar grandes pérdidas en la produccion
de leche y carne, decomisos de higados, pérdida de espacios y tiempo de
agostaderos por retraso en el crecimiento (Flores, 2005).

Como parasito erratico, puede llegar a diversos érganos como pancreas, pulmén,

musculatura, ganglios linfaticos, peritoneo, bazo, piel y utero (Reyes, 2011).

Figura 8. Higados infestados por Fasciola hepatica (Tomado de Reyes, 2011).
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2.8 Epidemiologia

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicados en
Abril del 2017, las enfermedades ocasionadas por los trematodos existentes
provocan cerca de 2 millones de muertes por afio alrededor del mundo (OMS,
2017).

Especificamente para la fasciolasis, se reporta que cerca de 17 millones de
personas resultan afectadas por esta helmintiasis zoondética y es una de las mas
ignoradas en las campafas de salud mundial. En la Figura 9 se presenta un mapa
de la distribuciéon mundial de la fasciolasis, en color rojo se observa la prevalencia
de Fasciola hepatica, en verde Fasciola gigantica y en azul, ambas especies
(Torgerson y Claxton, 1999). Ademas, se reporta que cerca de 91 millones de
personas viven en zonas endémicas, por lo que estan en constante riesgo
potencial de contraer dicha enfermedad (Scarcella et al 2015). En la Figura 10 se
presenta un mapa en el que se observa que, se han reportado casos de
fasciolasis en mas del 90% del mundo.

-F. hepatica F. gigantica . Ambos parisitos pueden estar presentes

Figura 9. Distribucién mundial de Fasciola hepatica y F.gigantica (Torgerson y Claxton, 1999)
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Figura 10. Distribucién global de la fascioliasis adaptado de Nyindo y Lukambagire, 2015. En color

azul se muestran los paises que han reportaron casos de fascioliasis.

2.9 Situacion actual en México

En México, la fasciolasis del ganado es la parasitosis mas comun de las
vias biliares, resaltando como zonas endémicas los estados de Puebla, México e
Hidalgo, ademas del area general del rio Lerma que comprende los estados de
Michoacan, Querétaro, Guanajuato y Jalisco (Sanchez et al 2000).

La fasciolasis, representa un riesgo para la industria ganadera ya que
genera baja produccién de leche y carne. Ademas, se tienen reportes de animales
sacrificados con un 70% de prevalencia, por lo que se recurre al decomiso de las
visceras y la carne, ya que no son aptas para el consumo humano (Miranda et al
1994; 1995).

En la Figura 11 se muestra un mapa con la incidencia de Fasciola hepatica
a lo largo del pais, en donde se puede apreciar que la zona del Golfo de México es

una de las de mayor incidencia.
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. Alta incidencia 60%
|| Media incidencia 40-59%
| | Baja incidencia 5-39%

Figura 11. Mapa de incidencia de Fasciola hepatica en México. Tomado de Virbamec, 2009

2.10 Triclabendazol como método de control contra Fasciola hepatica

Entre las drogas mas efectivas para el control de esta zoonosis se
encuentra el Triclabendazol (TCBZ) el cual forma parte de la familia de los
bencimidazoles. Los bencimidazoles se caracterizan por ser antiparasitarios de
amplio espectro, es decir, tiene efectos nematicidas, larvicidas, cestocidas y
ovicidas (Tang y Ruiz, 2005).

El mecanismo de accién del Triclabendazol se basa en bloquear la funcion
de los microtlbulos mediante la conjugacién con la tubulina del parasito, esto a su
vez ocasiona que el parasito no absorba los nutrientes necesarios para realizar
sus funciones vitales (Tang y Ruiz, 2005; Cruz y Camargo, 2000).

Una caracteristica importante de los bencimidazoles es que presentan
mayor afinidad por las tubulinas del paréasito con respecto a las de los mamiferos,
por lo que resulta muy Util y presenta baja toxicidad al combatir parasitosis en
animales domésticos (Tang y Ruiz, 2005).

El triclabendazol es uno de los compuestos quimicos mas utilizados y que
presenta mayor eficacia en el tratamiento de enfermedades endoparasitarias en
animales domésticos (Tang y Ruiz, 2005). Se comenz6 a aplicar en la década de

los 80 y ha sido ampliamente aceptado a nivel mundial. En diferentes estudios ha
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mostrado una eficacia del 100% en infecciones de 6 meses, utilizando una dosis
de 10 mg/kg (Boray et al 1983); de 99% a 100% en infecciones de 4 a 14 semanas
(Boray, 1997) y de 99% en infecciones de 1 a 12 semanas (Smeal y Hall, 1983).
Actualmente, es el tratamiento para combatir esta enfermedad en humanos
(Chavez et al 2012).

Una ventaja de utilizar el triclabendazol sobre otros compuestos como
rafoxanida, nitroxinil, clorsulén y albendazol, es que ejerce un mayor efecto
fasciolicida al combatir a Fasciola hepatica en cualquiera de sus estadios (Tang y
Ruiz, 2005).

Sin embargo, se ha mostrado cierta resistencia debido a la falta de alternancia
de los fasciolicidas, a desparasitaciones frecuentes, a la subdosificacion, etcétera
(Chévez et al 2012).

2.11 Metabolismo de xenobidticos

La resistencia antihelmintica puede definirse como la capacidad que tienen
ciertos parasitos para soportar dosis toxicas de farmacos que serian letales para la
mayoria de los parasitos de una poblacion normal de la misma especie (Marquez
et al 2008). Los parasitos adquieren resistencia gracias a su capacidad para

metabolizar xenobioticos (Solana, 2013).

El metabolismo xenobiético es el conjunto de reacciones que modifican la
estructura quimica de los xenobidticos, que son compuestos ajenos a la
bioguimica normal de un organismo (Castell, 2009), mediante la accién de
diferentes enzimas metabolizantes de xenobidticos (Brunton et al 2012).

La mayoria de los productos xenobidticos son sustancias quimicas lipofilas que, a
través de las enzimas metabolizantes de xenobidticos, son transformadas en

productos hidréfilos y asi facilitar su eliminacion (Castell, 2009;Brunton et al 2012).

37



2.11.1 Fases del metabolismo de xenobibticos

El metabolismo de xenobibticos se lleva a cabo en dos fases, la fase 1 de
oxidacion y la fase 2 de conjugacion (Brunton et al 2012).

Las reacciones que las enzimas metabolizantes de xenobidticos llevan a
cabo en la fase 1 son las de oxidacion, reduccién e hidrdlisis, con la finalidad de
introducir grupos polares o reactivos en los xenobiéticos (Brunton et al 2012). En
esta fase, las enzimas permiten la introduccién de grupos funcionales como —O, —
OH —COOH, —=SH- 0 NH2, la adicién no ayuda a incrementar la hidrosolubilidad
del farmaco, pero si altera de forma significativa sus propiedades bioldgicas.
Ademas, las enzimas conducen a la desactivacién del farmaco. Sin embargo, en
algunos casos el metabolismo, por lo general la hidrélisis de un enlace amida o

éster, provoca la bioactivacion del farmaco (Brunton et al 2012).

En la fase 2, las enzimas catalizan la conjugacién de los productos de la fase 1
con una segunda molécula (transferasa) (Brunton et al 2012).

Las enzimas de la fase 2 facilitan la eliminaciéon de los farmacos y la
desactivacion de los metabolitos electréfilos y potencialmente nocivos que se
producen por oxidacién. Las reacciones de la fase 2 producen un metabolito mas
hidrosoluble, facilitando la eliminacion del farmaco de los tejidos. (Brunton et al
2012).

Finalmente, en la tercera fase, los xenobidticos conjugados pueden
procesarse adicionalmente, antes de ser reconocidos por transportadores de flujo

de salida y bombeados fuera de las células (Brunton et al 2012).

2.12 Enzimas metabolizantes de xenobioticos
Como se menciond anteriormente, existen diferentes enzimas que estan

involucradas en la degradacion de xenobidticos. A continuacion, se presenta una
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tabla con las enzimas involucradas en las diferentes fases del metabolismo de

xenobiobticos.

Tabla 6. Enzimas metabolizantes de xenobiéticos. Adaptado de Brunton, 2012 y Rodriguez, 2015.

Enzimas que metabolizan xenobioticos

Enzimas

Fase 1 Oxidacion

Citocromo P450 (P450 o CYP)
Flavina monooxigenasas (FMO)
Fase 1 Reduccion
NADPH-citocromo P450
reductasa

Citocromo P450 (reducido)
Fase 1 Hidrdlisis

Esterasas

Amidasas

Epoxido hidrolasas (mEH, sEH)
Transferasas de la fase 2
Sulfotransferasas (SULT)
UDP-glucuroniltransferasas
Glutation-S-transferasas (GST)
N-acetiltransferasas (NAT)
Metiltransferasas (MT)

Otras enzimas

Alcohol deshidrogenasas
Aldehido deshidrogenasas

NADPH-quinona oxidorreductasa

(NQO)

Reacciones

Oxidaciéon C y O, desalquilacién, otras.
Oxidacion N,Sy P

Transferencia de electrones al citocromo
P450

Gana un electréon de radicales libres

Rompe enlaces éster en alcoholes y acidos
Cataliza la hidrolisis de una amida.

Hidrélisis de epoxidos

Adicion de sulfato

Adicion de acido glucuroénico
Adicién de glutation

Adicién de un grupo acetilo

Adicion de un grupo metilo
Reduccién de alcoholes

Reduccién de aldehidos

Reduccién de quinonas
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En este trabajo nos enfocaremos en el estudio de las enzimas de hidrélisis
de la fase 1, especificamente en el grupo de esterasas Illamadas
carboxilesterasas.

2.12.1 Carboxilesterasas

Las carboxilesterasas pertenecen al grupo de las hidrolasas que rompen el
enlace éster carboxilico, dando como resultado un &cido carboxilico y un alcohol
(Martinez Rodriguez et al 2008).

I
Ry===Ce—=Q==——=R; + MH:0
Carboxilesterasas
0

R——C—CH + Ry—OH

Figura 12. Ruptura de un éster carboxilico catalizada por carboxilesterasas (Martinez Rodriguez et
al 2008)

En este grupo de carboxil-esterasas se encuentran las esterasas, las
colinesterasas y las lipasas. Las colinesterasas actian sobre ésteres carboxilicos
de la colina, las lipasas sobre ésteres de cadena larga y las esterasas sobre los de
cadena corta.

De acuerdo a la accion inhibitoria de compuestos fosforados, las
carboxilesterasas pueden clasificarse en dos grupos, los cuales se describen en la
Tabla 7 (Martinez Rodriguez et al 2008).

Tabla 7. Clasificacion histoquimica de las carboxilesterasas. Adaptada de Martinez et al 2008.

Tipo de Nombre Compuesto fosforado en el que

Carboxilesterasas actlan

Arilesterasas: esterasas resistentes a

Carboxilesterasas Esterasas-A

insensibles organofosforados (DFP-esterasas o E-
eserina 600 esterasas en bancos informéticos)

Esterasas-B Alilesterasas: esterasas sensibles a

organofosforados
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Esterasas-C Acetilesterasas:esterasas resistentes a
organofosforados y sensibles al
inhibidor sufhidrilo

Carboxilesterasas Colinesterasas Sensibles a DFP en concentraciones de

SN]SR ER inespecificas 107* M

Acetilcolinesterasas | Poco sensibles a DFP en

concentraciones de 10™* M

2.13 Diagnoéstico de resistencia de los parasitos a los antiparasitarios

Actualmente las técnicas zimograficas son Uutiles para determinar las
diferencias genéticas en organismos de una misma especie que difieren en
comportamiento y/o propiedades fenotipicas y por lo mismo, estas técnicas son
usadas en una gran variedad de procedimientos diagndsticos (Manchenko, 1994).
El fendmeno de la resistencia de los helmintos a los antihelminticos constituye un
problema, por lo que seria util detectar sutiles variaciones genéticas que los hacen
resistentes. Haemonchus contortus es un nematodo parasito de rumiantes que ha
desarrollado resistencia hacia formulaciones comerciales basadas en
bencimidazoles e ivermectinas (Campos et al 1990;Garcia et al 2003). El problema
de resistencia ha obligado a utilizar estratégicamente las diferentes formulas de
antihelminticos, por lo que se ha requerido de ensayos que implican el recuento de
huevos del parasito aislados de las explotaciones pecuarias cuidadosamente
controladas y tratadas con diferentes productos (Montalvo et al 2003); asi como
ensayos in vitro con cepas de referencia (Garcia et al 2003).Esto con la finalidad
de identificar los niveles de resistencia a los diferentes quimicos, pero a su vez,
estos ensayos necesitan de tiempo y conllevan a altos costos de operacion.

Una opcion para el diagnéstico de resistencia, son las técnicas zimograficas,
gue han demostrado ser muy eficientes en la detecciéon de resistencia de los
artropodos hacia los pesticidas (Field y Foster, 2003; Karunaratne y Heminway,
2001).

La deteccion de enzimas se ha aplicado en helmintos parasitos, como H.
contortus, correlacionando espectrofotométricamente los niveles de fosfatasa

acida y colinesterasa, con los niveles de resistencia a bencimidazoles e
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ivermectinas (Echevarria et al 1992; Gimenez-Pardo et al 2003). Otros estudios
correlacionan el metabolismo protector de diferentes compuestos antihelminticos
con la accion de glutation S transferasa y el intercambio de gases de los
nematodos (Ecobichon, 1996; Van Rossum et al 2004; Kawwalek et al 1984;
Kerboeuf y Aycardi 1999). Sin embargo, son escasos los trabajos en los que se
utilizan los zimogramas en la deteccion de la actividad de enzimas tales como
esterasa, fosfodiesterasa y glutation S transferasa; las cuales forman parte del
fendbmeno de resistencia a los compuestos antihelminticos (Miranda-Miranda et al
2006).
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3. Justificacion

Debido a que en los ultimos afos, los parasitos han mostrado resistencia a los
antihelminticos, es necesario entender cuales son estos mecanismos de defensa y
cuales genes y/o proteinas podrian estar involucrados en esa defensa, con la idea
de generar un método de diagnodstico para identificar la presencia de estos
mecanismos y proponer medidas eficientes en la aplicacion de antihelminticos.

Actualmente la identificacion de esta resistencia se hace mediante
complicados bioensayos que requieren helmintos de referencia que son expuestos
a diferentes productos, lo que significa altos costos operativos y largos tiempos de
ensayos. Por otra parte, la deteccion de actividad enzimatica por medio de
zimogramas, permite tener una representacion grafica de las enzimas
probablemente involucradas en la resistencia, y la metodologia es de bajo costo
operacional. Este proyecto propone implementar un procedimiento, para distinguir
cepas resistentes y sensibles a las formulaciones antihelminticas, aplicable como
un diagnostico eficiente y de bajo costo. El procedimiento propuesto consiste en la
determinacién de la actividad de carboxilesterasas por densitometria de
zimogramas, a partir de extractos proteicos de cepas de referencia resistentes al
triclabendazol de F. hepatica. También se pretende implementar un sistema para
detectar oportunamente aquellos parasitos que presenten resistencia al
triclabendazol por medio de gPCR, que coadyuven a los programas de manejo de
control de la fasciolasis bovina, de acuerdo a los niveles de resistencia de los

pardsitos en las diferentes regiones afectadas.
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4.

Hipotesis

El incremento en la expresion de las carboxilesterasas de Fasciola hepatica,

esta directamente relacionado con la capacidad metabolizante del parasito a los

tratamientos antihelminticos.

5.

Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar las carboxilesterasas de Fasciola hepatica relacionadas con la

capacidad metabolizante a los antihelminticos.

5.2 Objetivos especificos

>

>

Analizar los perfiles de expresion de carboxilesterasas en aislados de F.

hepatica con distinta susceptibilidad al TCBZ.

Identificar los genes de carboxilesterasas presentes en las cepas de F.

hepatica mediante secuenciacion masiva.

Analizar las secuencias de carboxilesterasas identificadas por

secuenciacion masiva a través de analisis bioinformaticos.
Detectar, mediante ensayos de gqPCR, los genes de las carboxilesterasas

de F. hepatica que estén involucrados en el fendmeno de la resistencia

antihelmintica.
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6. Materiales y métodos

6.1 Sitio de estudio

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Helmintologia del Centro
Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Salud Animal e Inocuidad (CENID-
SAl) antes Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Parasitologia
Veterinaria (CENID-PAVET), INIFAP en Jiutepec, Morelos, México.

6.2. Material biologico

Se utilizaron cepas de F. hepatica proporcionadas por los Servicios
Nacionales de Sanidad e Inocuidad Agroalimentaria de la SAGARPA
(SENASICA), las cuales fueron aisladas, identificadas y seleccionadas por su
resistencia a los productos antiparasitarios comerciales y/o susceptibilidad a
compuestos antihelminticos

Se infestaron tres conejos raza Nueva Zelanda con 60 metacercarias cada
uno, administradas via oral con ayuda de una jeringa. Se hizo un monitoreo
constante del material fecal a partir de los 60 dias postinfestacion para identificar
los huevos del parasito, lo que indica la presencia de los parasitos adultos en los
conductos biliares, posteriormente se sacrificd a los animales para la extraccion de
los higados.

La diseccion quirargica de los higados se realizé con el fin de identificar y
extraer los paréasitos adultos de los conductos biliares y el parénquima hepatico.
Se depositaron en solucion salina amortiguadora de fosfatos (SSAF), pH 7.2 para

una limpieza exhaustiva y posterior procesamiento.

6.3 Preparacién de extractos proteicos

Se utilizaron 100 mg de trematodos y se maceraron en 1ml de SSAF. El
extracto se centrifugé a 14,000 x g durante 5 minutos y al sobrenadante se le
determiné el contenido proteico acorde al método descrito en el Apéndice B
(Bradford, 1976). Los extractos obtenidos se almacenaron en alicuotas de 30 pl a -
70° C.
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Se usaron los extractos proteicos a -70°C y fueron descongelados a
temperatura ambiente para posteriormente utilizarlos en las corridas de los geles
de poliacrilamida para proteina.

Se usaron muestras del nematodo de referencia Caenorhabditis elegans,
suero e higado de conejo como controles de la actividad que fue observada en los

zimogramas.

6.4 Extraccion de acidos nucleicos

Para obtener DNA genomico total los trematodos se procesaron acorde a las
instrucciones del kit ADN Wizard Genomic (Promega).

El ARN total de los helmintos se extrajo siguiendo el procedimiento descrito por el
fabricante del kit RNAqueous® 4PCR kit (Ambion). EI ARN se transcribi6 a cDNA
usando iniciadores decaméricos aleatorios siguiendo las instrucciones de un kit

comercial (High capacity cDNA Reverse transcription kit Applied Biosystems).

6.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes

Se utiliz6 un método desnaturalizante en SDS usando el método
discontinuo de Laemmli (Apéndice A, Protocolo Laemmli SDS- PAGE) en geles de
100 X 82 X 1.5 mm con 15 pozos de muestras con 75 ug de proteina de extracto
proteico por cada pozo y utilizando un marcador comercial de alto peso molecular
(Sigma-Aldrich). Con gel concentrador al 4% y gel separador al 8%. La separacion
electroforética se realiz6 a 15 mA durante 90 min.

Ademas, se utilizé un sistema de PAGE nativo con un gel de poliacrilamida
continuo al 6% en solucién amortiguadora de Tris-HCI 0.375 M pH descrito por

SINO biologicals Inc. (http://www.assay-protocol.com/molecular-

biology/electrophoresis/native-page) aplicando 15 mA durante 90 min.

Las proteinas en el gel fueron tefiidas durante dos horas en una solucion
gue contenia 0.1% de Colorante Azul Coomassie R250, 50% de metanol y 16% de
acido aceético. Posteriormente fueron destefiidas con una solucion de 10% metanol
y 7.5% de acido acético, en este paso se hicieron varios cambios de esta solucion

hasta obtener un gel libre de colorante Azul Coomassie.
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6.6 Deteccidon enzimatica en PAGE

Las proteinas fueron separadas por PAGE-SDS y PAGE nativo y fueron
tefiildas in situ para determinar la actividad de esterasas usando el procedimiento
de tincibn AZO con Naftil éster como sustrato enzimatico y Fast Garnet como
agente de acoplamiento. La renaturalizacion fue realizada mediante la incubacién
del gel en solucion salina amortiguadora de fosfatos, conteniendo 1% de tritdn
X100, durante 30 minutos y realizando tres cambios de la solucion. El gel fue
colocado en una solucion amortiguadora de fosfatos 0.15 M, pH 7,2, conteniendo
0.04% de a-Naftil acetato y 0.8 mg/ml de Fast Garnet. Los geles fueron incubados
en esa solucién a temperatura ambiente, con agitacion lenta durante 4 horas.
Después de la tincién los geles fueron fijados en 5% de acido acético y 15% de
etanol (V/V).

6.7 Densitometria

Se procesaron las imagenes digitales de cada gel en la modalidad de
densitometria del paquete de programas de computadora LabWorks 4.0 (UVP Life
Sciences. www.uvp.com) y se calibré el densitobmetro para cuantificar la densidad
Optica de cada banda enzimatica obtenida. Las densitometrias se conjuntaron
para complementar las zimografias junto con la movilidad electroforética relativa
(Rf) y Masa Molecular (MM). Para lograr lo anterior, se utilizaron las proteinas
marcadoras de peso molecular pretefiidas Page Ruler (Fermentas Life Sciences
www.fermentas.com) con un rango de 11 a 170 kDa que fueron separados
simultAneamente con los extractos de nematodos, para formar una curva de
calibracion de MM, a partir de la cual el programa de computadora se calibré para
hacer de manera automatica el célculo de la Rf, la correspondiente MM, asi como
la densidad éptica de cada banda presente en los zimogramas.

Se determind la Rf de cada isozima acorde al procedimiento descrito por

Experimental Biosciences (http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-

page/rf.html). Se compararon los niveles de actividad enzimatica especifica de

cada cepa y se hizo una correlacion estadistica con los niveles de resistencia.
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6.8 Determinacion del punto isoeléctrico

Para determinar el punto isoeléctrico (pl) de las enzimas detectadas, se
utilizaron geles de isoelectroenfoque (IEF) Novex® pH 3-10,a los que se les
cargaron 30 pl de extractos de la fase juvenil y 30 ul de la fase adulta de F.
hepatica y los marcadores de punto isoeléctrico BIORAD (con un rango de pl entre
4.4 -9.6). La camara superior se llené con 200 ml del buffer catodo IEF (1X) y la
camara inferior con 600 ml del buffer anodo IEF (1X). Se corrio a 7 mA y 100 V
durante 1 hora, posteriormente se aumento el voltaje a 200 V durante una hora y
finalmente se mantuvo a 500 V durante 30 minutos.
Una vez que las muestras fueron separadas por electroforesis, se procesaron para
identificar las isozimas de carboxilesterasa, mediante su tincion enzimatica

especifica (previamente descrita).

6.9 Secuenciacion masiva

Se enviaron muestras de RNA total de cuatro cepas de F. hepatica (fase juvenil,
fase adulta sin tratamiento, adulta tratadas con TCBZ y adulta tratadas con
albendazol) a BGI Genomics Co Ltd para la secuenciacion de transcriptoma en un
equipo de secuenciaciéon masiva lllumina HiSeq®. De los datos obtenidos, se
buscaron aquellas secuencias que correspondian Unicamente a carboxilesterasas

segun el reporte recibido.

6.10 Analisis Bioinformatico

De las secuencias encontradas en la secuenciacion masiva que correspondian a
carboxilesterasas, se buscaron los marcos de lectura abiertos y usando los
algoritmos Uniprot y BLAST se determiné su prediccibn como carboxilesterasas.
Los dominios funcionales proteicos se encontraron mediante el algoritmo InterPro.
Se wusaron los algoritmos InParanoid y MultiParanoid para identificar las
agrupaciones génicas ortdlogas. Se hizo un analisis de diversidad entre genomas

usando el alineador Bowtie2 y los archivos resultantes se canalizaron al paquete

48



de programas GATK para alineamiento entre genomas Yy busqueda de
polimorfismos no sinénimos de un solo nucle6tido o SNPs.
Ademas se realizaron alineamientos de secuencias adicionales y andlisis

filogenéticos usando los algoritmos Clustal Omega y Mega 6, respectivamente.

6.11 Deteccion de carboxilesterasas mediante ensayos de PCR punto final
Para identificar las carboxilesterasas se amplifico el gen encontrado en la
secuenciacion masiva como carboxilesterasa y que ademas tiene como posible
funcién la degradacion de pesticidas. Para ello se utilizaron tres pares de
iniciadores, con las siguientes concentraciones de reactivos: 10 pl de GoTag®
Colorless Master Mix, iniciadores 1 pl (c/u), 6 pl de agua libre de nucleasas y 2 pL
de cDNA de F. hepatica a una concentracion de 200 ng en un volumen final de 20
pl. Para el caso de DNA gendmico fueron 10 pl de GoTag® Colorless Master Mix,
iniciadores 1 pl (c/u), 7 pl de agua libre de nucleasas y 1 uL de DNA gendémico de
F. hepatica a una concentracién de 200 ng en un volumen final de 20 pl.
Las condiciones del programa de PCR incluyen una temperatura de activacion de
95°C por cinco minutos, posteriormente 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 68°C
por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; finalmente una extensiéon de 72°C por

cinco minutos.

6.12 Deteccion de carboxilesterasas mediante ensayos de PCR tiempo real
La deteccidn de transcritos se hizo usando el ensayo fluorogénico SYBR-Green en
el equipo MyGoPro real-time PCR. Se utiliz6 el kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX,
las condiciones experimentales de los PCRs fueron disefiados para ser
compatibles con el mMRNA de los genes codificantes de carboxilesterasa de F.
hepatica de acuerdo a las secuencias determinadas en los experimentos de
secuenciacion gendémica y del transcriptoma.

El termociclador se programo con las siguientes condiciones:

. Un ciclo de pre-melt hold a 50°C por 2 minutos.

. Un ciclo de desnaturalizacién a 95°C por 10 minutos.
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. 45 ciclos de amplificacion en 3 pasos: primer paso a 95°C durante 15
segundos, segundo paso a 66°C por 30 segundos y tercer paso a 72°C por 30
segundos.
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7. Resultados
7.1 Infestaciones experimentales

Los conejos de la raza Nueva Zelanda, infestados experimentalmente con
60 metacercarias cada uno, mostraron claros sintomas de la enfermedad a partir
del dia 50 postinfestacion, pero los huevos del parasito se identificaron por
coproparasitoscopia a partir del dia 65 (fecha en que fueron sacrificados para
remover quirdrgicamente los higados parasitados). Los higados disectados
mostraron un aspecto necrosado de la capsula hepética con claros signos de dafio

al parénquima, caracteristicas de fasciolasis severa (Figura 13).

Figura 13. Higado de conejo dafiado por fasciolasis severa. A los conejos infestados
experimentalmente con F. hepatica se les extrajo el higado al dia 65 postinfestacion en el cual se
pudo observar un dafio severo debido a la infestacion.

Los parasitos se extrajeron de los higados, por diseccién del parénquima, y se
identificaron 29 fasciolas adultas y 90 juveniles (Figura 14).
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Figura 14. Muestra de las fasciolas extraidas de los higados de conejo al dia 65 postinfestacion.
Los parasitos fueron removidos y depositados vivos en SSAF para limpieza.
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7.2 Perfiles proteicos de F. hepatica

Con el objetivo de saber si los patrones proteicos de las fasciolas adultas y
juveniles eran diferentes, se realiz6 un SDS-PAGE. Los patrones electroforéticos
obtenidos a partir de los extractos proteicos de F. hepatica en fase juvenil y en
fase adulta, mostraron un patrén complejo de al menos 50 bandas tefiidas con

azul de Comassie (Figura 15).

~245
~180
~135

-~100

75

-63

Figura 15. Patrén electroforético obtenido con SDS-PAGE de extractos de F. hepatica en fase
juvenil y en fase adulta, tefiido con azul de Coomassie. En el carril 1 se colocaron 75 mg de
extracto de F. hepatica en fase juvenil y en el carril 2 se colocaron 75 mg de extracto de F.
hepatica en fase adulta. Se muestra un patron complejo con al menos 50 bandas peptidicas en
ambos extractos. La masa molecular aproximada se encuentra a la derecha del gel. En este caso

particular no se utilizé6 un marcador molecular ya que no se conté con alguno libre de SDS.

7.3 Deteccion de la actividad enzimatica de esterasas

Como primer paso se realizé la estandarizacion de los zimogramas para
detectar la actividad de esterasa, utilizando las siguientes muestras como control
positivo de actividad: suero e higado de conejo (que fue el hospedero definitivo

utilizado para este estudio) y extractos del nematodo C. elegans.
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Usando a- Naftil acetato y Fast Garnet como sustrato, los zimogramas
mostraron actividad especifica de esterasa y se detectaron 6 bandas con actividad

enzimatica en el suero del conejo.

En la Tabla 8 se muestra el peso molecular de cada una de las bandas
detectadas, asi como su Rf, mientras que en la Figura 16 se observa el

zimograma obtenido.

El zimograma obtenido de los extractos de C. elegans mostré al menos 4
bandas con actividad de esterasa (Figura 17). En la Tabla 9 se muestra su Rf y

sus respectivas MM de las bandas detectadas.

Tabla 8. Determinacién de masas moleculares de esterasas de suero de conejo. Se utilizaron las
Rf de las bandas y las masas moleculares de los marcadores para calcular los pesos moleculares

de las bandas que presentaron actividad esterasa.

Esterasa Rf Peso Molecular
1 0.92 15 kDa
2 0.71 24 kDa
3 0.35 47 kDa
4 0.25 74 kDa
5 0.13 100 kDa
6 0.0686 150 kDa
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Figura 16. Deteccion de la actividad de esterasas en el suero de conejo. Se realizaron diluciones
seriadas del suero de conejo en los carriles 2 al 6, con un factor de dilucion de 0.5, se detectaron 6
bandas con actividad de esterasa, visibles por su coloracion rojiza. Se utilizé un marcador Precision
Plus Protein standards BIO-RAD en los carriles 1 y 7, las masas moleculares se indican a la

izquierda del gel.

Tabla 9. Determinacion de masas moleculares de esterasas de C. elegans. Se utilizaron las Rf de
las bandas enzimaticas ademas de las masas moleculares de los indicadores de masas

moleculares para calcular las masas de las enzimas identificadas.

1 0.325 34kDa
2 0.183 55kDa
3 0.116 72kDa

4 0.075 95kDa
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MM 7500 pg 6250pg 5000pg 3750pug  2500pg  1250pg

Figura 17. Deteccion de la actividad de esterasa del nematodo de referencia C. elegans. En este
zimograma se pueden observar 4 bandas con actividad de esterasa, el objetivo era detectar las

bandas que pudieran coincidir con de F. hepatica.

Se realizdé un zimograma con diluciones dobles seriadas de extractos de F.
hepatica en fase adulta. Se puede observar la presencia de 3 posibles esterasas,
de las cuales resalta una banda de 90 kDa que muestra una actividad intensa,
ademas de dos bandas adicionales con menor actividad que se detectaron en 300
y 60 kDa.
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Figura 18. Deteccion de la actividad de esterasa en extractos de Fasciola hepatica en fase adulta.

Se hizo una separacion electroforética de extractos de F. hepatica en fase adulta usando
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diluciones dobles seriadas iniciando en 500 ng en el carril 4. En el carril 5 se encuentra el marcador
para proteinas de Fermentas Life Sciences PageRuler™ y cuyas masas se indican a la derecha

del gel.

Posteriormente se realizd un zimograma utilizando extractos de F. hepatica
en fase adulta y en fase juvenil, ademés de extracto de higado como muestra
control. Se encontraron tres bandas con actividad esterasa, destacando la que se
sefala en la Figura 19 y que tiene una masa aproximada de 90 kDa. En la muestra
control (higado) la banda con mayor actividad migra alrededor de 60 kDa y
coincide con una banda de la misma masa en los extractos de Fasciola, por lo que
se descart6 para futuros andlisis.

i 2: 3 4 5 6 7 k Da.
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Figura 19. Deteccion de la actividad de esterasa en extractos de Fasciola hepatica en fase juvenil y
en fase adulta. Se hizo una separacion electroforética de extractos de dos estadios, fase adulta
(carriles 2 y 3) y fase juvenil (carriles 4 y 5) y de la muestra control de extracto de higado (carril
6).Se observan 3 posibles bandas de actividad esterasa, de las cuales resalta la banda de 90 kDa
que aparece con mayor actividad en todas las muestras. Otras bandas de actividad esterasa se

detectan con pesos aproximados de 300 y 60 kDa.

7.4 Isozimas de carboxilesterasas de F. hepatica en PAGE nativo

Con el fin de detectar isoenzimas con actividad esterasa que nos
permitieran identificar distintos patrones de actividad en los diferentes estadios de
desarrollo, se obtuvieron extractos proteicos de F. hepatica juvenil y adulta, y se
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realiz6 un PAGE nativo. Se detectaron alrededor de 7 isoenzimas para extractos
de F. hepatica adulta (carril 1), mientras que para los estadios juveniles se
observaron 4 (carril 2). Todas estas isozimas corresponden a la banda de 90 kDa
identificada por SDS-PAGE. La movilidad electroforética relativa de las enzimas se
registro para subsanar la falta de marcador de masa y/o carga eléctrica.

Rf. 1 2
0.0- ’

0.25-

0.5-
.

0.75-
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Figura 20. Perfiles de actividad de esterasa en extractos de F. hepatica en fase adulta y en fase
juvenil. Se identificé un patréon de isozimas diferente para cada fase de desarrollo, detectandose
alrededor de 7 isoenzimas para extractos de F hepatica adulta (carril 1), mientras que para los

estadios juveniles se observaron 4 (carril 2).

7.5 Deteccion de carboxilesterasas de F. hepatica

Se hizo la separacion electroforética del extracto de F. hepatica adulta
usando un gel nativo, después de esta se cortaron los carriles para una segunda
separacion en SDS-PAGE, posteriormente se tifilo con Fast Garnet y a-Naftil
acetato para la deteccién de las carboxilesterasas y finalmente se contratifié
mediante la técnica de tincion de plata. En el zimograma obtenido se puede
apreciar que fue detectada una mancha color rojo, que corresponde a una

proteina con actividad enzimatica (Figura 21).
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Figura 21. Zimograma 2D de extractos proteicos de F. hepatica en fase adulta. Se utilizaron
extractos de Fasciolas en fase adulta y se sometieron a electroforesis PAGE 2D, los geles asi
procesados se revelaron mediantes sustratos enzimaticos cromogénicos. La actividad enziméatica
se identifica como manchas rojas en el gel. Las manchas color marrén corresponden a proteinas
contratefiidas sin actividad enzimatica. Se muestran las masas de los marcadores en kDa. Para la
dimension desnaturalizante en SDS y la movilidad electroforética relativa (Rf) en la dimension

nativa.

7.6 Andlisis densitométrico de F. hepatica en fase juvenil y en fase adulta

Para el analisis densitométrico se utilizaron dos estadios diferentes de Fasciola
hepatica (juvenil y adulto) (Figura 22). Los analisis mostraron que las diferentes
isozimas tienen una actividad enzimatica especifica distintiva para los diferentes
estadios de desarrollo, lo que refuerza la hipétesis de que la actividad de esta
enzima también modula la maduracion de la duela hepatica.
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Figura 22. Andlisis densitométrico de dos diferentes estadios de F. hepatica. Se hicieron
extractos de diferentes cepas del parasito y se encontré un diferente patron de isozimas que
muestra lecturas facilmente identificables por densitometria (A). Las lineas rojas corresponden al
fenotipo enzimético de la fase adulta en el carril 1 de B, mientras que el carril 2 corresponde a la

linea azul del grafico y al fenotipo enzimatico de la fase juvenil.

7.7 Isozimas de carboxil-esterasas de F. hepatica en IEF-PAGE

Se realiz6 el célculo del pl de las isozimas visualizadas en el gel nativo,
mediante geles Novex pH 3-10. Se observd que las isozimas tienen un punto

isoeléctrico que se encuentra en un rango de 4.6 a 6.2 aproximadamente.
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PI. 1 2 1 2 3 P..lIsozimas

Hemoglobin 7.5-

Myoglobin 7.0-
Myoglobin 6.8-

Carbonic Anhidrase H 6.5-

-6.2
-6.0
5.1
-49
-48

Carbonic Anhidrase B 6.0-

B-Lactoglobulin 5.1-

Phycocyanin 4.4- -

Figura 23. Determinacion del punto isoeléctrico de las isozimas de carboxilesterasa de Fasciola
hepatica. Se usaron geles Novex pH 3-10, los extractos del parasito se aplicaron junto con
marcadores de punto isoeléctrico BIORAD con nueve proteinas con un rango de pl entre 4.4 -9.6,
una vez separadas por electroforesis, las muestras se procesaron para identificar las isozimas de
carboxilesterasa mediante tincién enzimatica especifica y se registraron las diferentes isozimas co-
migrando con los marcadores de pl conocido. A1 Marcadores de pl tefiido con acido acético, A2
extracto de F. hepatica tefiido con &cido acético, B1 marcadores de pl, B2 extracto de F. hepatica

fase juvenil, B3 extracto de F. hepatica adulta.

7.8 Secuenciacion de carboxilesterasas
7.8.1 Extraccién de RNA total y purificacion de mRNA

El RNA total de los helmintos se extrajo siguiendo el procedimiento descrito
por el fabricante del kit RNAqueous® 4PCR kit (Ambion).

Se enviaron cuatro muestras (descritas en la Tabla 10) de RNA total a BGI

Genomics Co., Ltd para el procedimiento de secuenciacion de transcriptoma en un
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equipo de secuenciacion masiva lllumina HiSeq® y de cada muestra se generaron
aproximadamente 10.03 Gb de informacion sobre cada transcrito encontrado, su
homologia con secuencias previamente reportadas, asi como su probable funcion
bioldgica y expresion diferencial comparando unas con otras. Las muestras fueron

procesadas de acuerdo con el procedimiento descrito en la Figura 24.

Tabla 10. Muestras de RNA total de F. hepatica enviadas a secuenciacion

Abreviatura Descripcion

FJ Fasciolas juveniles

FST Fasciolas adultas sin tratamiento

FT Fasciolas adultas tratadas con triclabendazol
FT2 Fasciolas adultas tratadas con albendazol

Purificacion de mRNA

Fragmentacion de mRNA

Sintesis de cDNA

Anadir "A"

Ligacion

PCR

Libreria QC

Figura 24. Flujo de trabajo experimental del transcriptoma. Los mRNA se aislan del RNA total con
el método de oligo (dT). Luego, los mRNA se fragmentan bajo ciertas condiciones. A continuacion,
se sintetizan cDNA de la primera cadena y cDNA de la segunda cadena. Los fragmentos de cDNA
se purifican con un tampén de elucion para la reparacion final y la adicion de un solo nucleétido A
(adenina). Después de eso, los fragmentos de cDNA estan unidos con los adaptadores. Esos

fragmentos de cDNA con un tamafio adecuado se seleccionan para la amplificacién por PCR.
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Agilent 2100 Bioanaylzer y ABI StepOnePlus Real-Time PCR System se utilizan en la
cuantificacion y calificacion de esas bibliotecas.

Se obtuvo una tasa promedio de mapeo del genoma de 81.29% vy la tasa promedio
de mapeo de genes fue de 62.81%. Se identificaron 30,105 genes, de los cuales

28,669 son genes conocidos y 1,237 son genes nuevos.

7.8.2 Secuenciacion Masiva en ILLUMINA HISEQ®

7.8.2.1 Secuenciacion de lecturas de filtrado

Las secuencias de lecturas que contienen baja calidad, adaptador contaminado o
un alto contenido de bases desconocidas (N), debe procesarse para eliminarse
antes de los andlisis posteriores. El rendimiento de los datos originales se muestra
en la Figura 25. Las métricas de calidad de lectura limpia se muestran en la Tabla
11. La distribucion del contenido de bases y la calidad se muestran en la Figura 26
y la Figura 27, respectivamente.

Clasificacion de Lecturas de Datos Crudos (FST)

Lecturas de (FST) contiene:

1. M (B7,106; 0.08%)

2. Adaptador (356,352; 0.34%)

3. Baja calidad (3, 561,382; 3.42%)

4. Lecturas limpias (100, 072, 226; 96.15%)

Figura 25. Gréfico de composicién del filtro de datos brutos.
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VUEsEr Total

Tabla 11. Métrica de lectura limpia

de Total de Total de Lectura

lecturas lecturas
sin limpias
procesar (Mb):
(Mb)
FST 104.08 100.07
FT 106.34 100.32
FT2 106.34 100.64
FJ 105.08 100.02

bases
limpias
(Gb):
10.01
10.03
10.06
10.01

limpia
Q20 (%):

99.36
98.67
99.28
99.40

Lectura
limpia
Q30 (%):

97.74
95.22
97.62
97.70

Proporcién
de lecturas
limpias
(%):

96.15

94.34

94.64

96.15

Respecto a la secuenciacion de alta calidad, la curva A (base adenina)

debe solaparse estrictamente con la curva T (base timina) y la curva G (base

guanina) debe superponerse con la curva C (base citosina) segun el principio de

complementariedad del emparejamiento de bases, excluyendo las primeras seis

posiciones de bases debido a la plataforma de secuenciacién de lllumina usando

un cebador hexamero aleatorio para sintetizar cDNA, lo que podria dar lugar a un

sesgo de PCR. Se muestran grandes fluctuaciones en las primeras seis

posiciones de la base a lo largo de la lectura, lo cual es una situacién normal

(Figura 26).
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Composicion porcentual de bases a lo largo de la lectura
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Figura 26. Distribucién del contenido de bases en lecturas limpias. El eje X representa la posicion

de la base a lo largo de las lecturas. El eje Y representa el porcentaje de contenido de bases.
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Distribucidn de calidad
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Figura 27. Distribucién de la calidad de las bases en lecturas limpias. El eje X representa las
posiciones de las bases a lo largo de las lecturas. El eje Y representa el valor de calidad de la
base. Cada punto en la imagen representa el nimero total de bases con cierto valor de calidad de
la base correspondiente a lo largo de las lecturas. El color de punto mas oscuro significa un mayor
numero de bases. Si la proporcién de bases con baja calidad (<20) es muy baja, eso significa que

la calidad de secuencia de esta linea es buena.

7.8.2.2 Mapeo del genoma

Después de leer el filtrado, se mapearon las lecturas limpias para hacer
referencia al genoma usando HISAT. En promedio, se mapearon lecturas con una
cobertura del 81.29%, y la uniformidad del resultado del mapeo para cada muestra
sugiere que las muestras son comparables entre si. Los detalles del mapeo se

muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Resumen de la asignacion del genoma

Muestra Total de lecturas Proporcién total de Proporcion de

limpias mapeo mapeo unico
FST 100,072,226 82.53% 44.51%
FT 100,316,766 77.31% 54.55%
FT2 100,642,128 84.03% 58.37%
FJ 100,716,766 87.31% 59.55%

7.8.2.3 Predicciones de transcripciones NOVEL

Después del mapeo del genoma, se reconstruyeron transcripciones
utilizando StringTie y con la informacion de anotacion del genoma, se identificaron
nuevas transcripciones usando Cuffcompare y se predijo la capacidad de
codificacion de esas nuevas transcripciones utilizando CPC. En total, se
identificaron 20,743 nuevas transcripciones, la informacion detallada se muestra
en la Tabla 13.

Total de Transcritos Transcritos NOVELS Genes
Transcritos codificados no esperados NOVEL
NOVEL codificados

20,743 15,530 5,213 14,293 1,237

7.8.3 Reporte de secuenciaciéon masiva
7.8.3.1 Mapeo y expresion genética

Después de la deteccion de transcripciones novedosas, se fusionaron
nuevas transcripciones de codificacion con transcripciones de referencia para
obtener una referencia completa, luego se le asignaron lecturas limpias usando
Bowtie2, posteriormente se calculo el nivel de expresion génica para cada muestra
con RSEM. La relacién de mapeo génico se muestra en la Tabla 14. Y el numero

de genes y transcripciones de cada muestra se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 14. Resumen de la proporcion de mapeo de genes

Muestra Total de Lecturas Proporcion total Proporcién de
limpias de mapeo (%) mapeo exclusivo
(%)
FJ 99,361,682 69.42 53.16
FST 100,072,226 52.46 33.21
FT 100,316,766 57.13 48.97
FT2 100,642,128 72.24 57.26

Tabla 15. Estadisticas de genes y transcripciones

Muestra NuUmero NUmero NUmero NUmero NUmero NUmero

total de de genes de genes total de de de
genes conocidos NOVEL transcritos transcritos transcritos
conocidos NOVEL
FJ 21,164 19,964 1,200 30,608 16,274 14,334
FST 25,423 24,209 1,214 35,036 20,681 14,355
FT 16,608 15,567 1,041 23,719 10,758 12,961
FT2 20,177 19,944 1,233 29,584 14,977 14,607

7.8.3.2 Cobertura de lectura y andlisis de distribucion de transcripciones
Posteriormente se calculd la cobertura de las lecturas y la distribucion de
cada transcripcion detectada, las cuales se muestran en la Figura 28 y la Figura

29, respectivamente.
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Figura 28. Cobertura de lecturas de las transcripciones. El eje X representa la cobertura de lectura.
El eje Y del lado izquierdo representa el porcentaje de transcripciones. El eje Y del lado derecho
representa la densidad de las transcripciones.
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Figura 29. Distribucion de lecturas en las transcripciones. El eje X representa la posicion a lo largo

de las transcripciones. El eje Y representa el nUmero de lecturas.



7.8.3.3 La distribucién de la expresiéon génica

Con base en la informacién de expresion, se disefié el diagrama de caja
para mostrar la distribucién del nivel de expresion génica de cada muestra,
ademas de que podemos observar la dispersion de la distribucion (Figura 30). El
mapa de densidad puede mostrar el cambio en la abundancia de genes vy reflejar
la concentracion de expresion génica en el intervalo de muestra, como se observa

en la Figura 31.
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Figura 30. Diagrama de caja de expresion génica. El eje X representa el nombre de la muestra. El

eje Y representa el valor log10FPKM.

69
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Figura 31. Mapa de densidad de expresion génica. El eje X representa el valor logl0FPKM. El eje
Y representa la densidad del gen.

Para mostrar la cantidad de genes con diferentes valores de FPKM, se

calcul6 la cantidad de genes en tres rangos diferentes de FPKM (FPKM <= 1,
FPKM 1 ~ 10, FPKM> = 10), lo cual se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Distribucion de la expresion genética. El eje X representa el nombre de la muestra. El

a-

eje Y representa la cantidad de genes. El color oscuro significa el nivel de expresion alto cuyo valor
FPKM> = 10, mientras que el color claro significa el nivel de expresion bajo cuyo valor FPKM es <=
1.

Para mostrar la cantidad de genes nuevos y genes conocidos, se calculd la
cantidad de genes (Figura 33) y se analiz6 la relacion de expresion (Figura 34).
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Figura 33. Estadisticas de genes nuevos y genes conocidos. El eje X representa el nombre de la

muestra. El eje Y representa la cantidad de genes.
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Figura 34. Distribucion de expresion de genes nuevos y conocidos. El eje X representa el tipo de

gen. El eje Y representa el porcentaje de genes expresados en diferentes muestras.

7.9 Andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas

Del total de secuencias obtenidas, al analizarlas, se encontr6 que 4
probablemente pertenezcan a alguna carboxilesterasa. En la Tabla 16 se

presentan algunas caracteristicas obtenidas de la secuenciacion.

Tabla 16. Identificacion de las secuencias encontradas como carboxilesterasa

Numero de NuUmero de Homologia con Actividad biolégica
Secuencia identificacién proyectos de que presentan

secuenciacion
reportadas en el
GENBANK

BGI_novel _T000469 BGI_novel T000525,IcllL  Componente integral
gene=BN1106_s80B0005 N627097.1 mrna_2822 de membrana
25¢g (G0O:0016021//integral
component of
membrane)
BGI_novel_T004515 BGI_novel_T004962,BGI  Ademas, presenta
gene=BN1106 s903B000 novel T004963,Icl|LN62 actividad de hidrolasa y
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_ 404g 7920.1_mrna_25216 colinesterasa (

BGI_novel T004516 G0:0052689//carboxyli

gene=BN1106_s903B000 c esterhydrolase
4049 activity;G0O:0004104//c
holinesterase activity)
BGI_novel_T012214 BGI_novel_T013462,cllL  Componente integral
gene=BN1106_s4004B00 N631021.1_mrna_68960  de membrana
0028g (G0:0016020//membra

ne;G0:0016021//integr
al component of

membrane)

Se realizé una gréfica para comparar la cantidad de fragmentos existentes
en cada una de las muestras por millon de kilobase (Figura 35).

40

35
30
25
20
15
10

FI_FPKM FST_FPKM FT_FPKM FT2_FPKM

Cantidad de fragmentos por FPKM

(€]

Muestra enviada a secuenciar

M Secuencial M Secuencia2 M Secuencia3 Secuencia 4

Figura 35 . Grafica de FPKM en cada una de las muestras de Fasciola hepatica.
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7.9.1 Marcos de lectura abiertos
Se procedid a buscar los marcos de lectura abierto mediante la opcion ORF
FINDER del NCBI. En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos en forma

de resumen.

Tabla 17. Datos obtenidos mediante ORF FINDER.

Secuencia | ORF Cadena | Inicio Fin Tamafo (nt/aa)
1 8 + 791 2998 2208/735
2 4 + 844 2937 2094/697
3 7 + 120 1271 1152/383
4 2 + 565 >1836 1272/423

7.9.2 Alineamiento de las secuencias

A continuacion, se muestran las secuencias completas con sus respectivos
marcos de lectura abierto, ademas se presenta el SMART BLAST obtenido a partir
de estos.

e Secuencial;:

>BGI novel T000469 gene=BN1106 s80B000525g

taatcCTTTACTTCCTTTATTAACTGTACATCGAAGTTACAATATTTCTGAAAAGGGGTC
ACAGCCGATGAGACGCCATCTAAtaggaaatcaatcagagacGGTGAGAGTCGAACTCGG
AACAGCAAGGTGTAAAGGCTGCCAAGGTGCTCTTTATTATATAACACGTAAGGGGTTGGA
CGAGTTCAGTCTACGATAAGACAccaaaaggaaaaactccatgagctgaGGTTCAGTAAG
TCAGTCAACACGTACCAACACTCACAGTAAACGAGCACCAAAATGGTGGCCTGCAGTCTG
GCTGTCACACTGCTCGCCTCaacaaaagaacactgtccgcTGTGTTATATACTCTCTCAT
CGCCCACAAACCAACAGTATTCGGTTCACTGGGACCAGAAGATTCACAGTCTTGATTCGG
TTTTTACGTGACATCTGCATTTGTATTATACACGTTTCTTCTCATTTCTTCTTCGTTCTG
CGCTATCCATCTGTCCCTAGTGTGGTGTGCAGATAATGTCGAAGGAGTCGCGTACGTTAA
TCTGTCTCTGTTATAGATGGTAATAAAACTATTGTGAGATTATATAAATAACAAAAGGCA
CTTAATAATCAGACCAGTCATAACCTGTGTGATAGATGTAAAGTAGTTGGTCGAATGCTG
ACAGTTTTGACCACGTGATATTGCAGGGTACTAATTTTCGAATCTCTCTGAGATCAATCA
GTTGATCAATCGTGATTCGTGGGTTCACAAAGTCCACTTGGACAATTCCCATTACACTGT
CTCTGAGCCAATGGGACTCAAAGAGGGAGCGTCCCGTGCGACAGTCGGGCAGTCTGCCGA
CGAACCTCCGGGTCCAAGCAAGGATGAGGAGAATGAAATGCCACTGGCAGATGGATCAGA
TGATCCGAATGTGCTACATGTACGTAATTACATGAGTCTGAATTCTTTACTACCCAGCCC
AGAAGAATGGGACGAAATTTGTCATCGTCAAAAAATGGAGAGAATCCGATTTTTGGTCGG
AGTGAGCATAACCTACCTAGTTTTATGGGTCGCGCATGCTCCTGTAGCCATTTGGAAAAC
ATGGTCTCTACAGAATAATGCCGAACTCAAAAGACTACTCTCTGATCGTCCCGGCTTGGG
ACAACCATTACCACCCAACTGTATTGTCACAAAATGTGCTGCGTTGTGTCCGGAACCTTC
GGACACAAAAGATTGGTACACATTGTTCAGAATCCCGTACGCCACATTGCCACAACAGAG
TTCATATTTCTCCGCGGCCACCTATCCATTCACATTTAAGGAATGCTATTTAGCTTATTG
GCATGGTGTGGCTAAGGAAAAGCGTCGATTTATAGATGGACAAATTCGATTCATCGGACG
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TGAGGCGAATGATGACGGCTCGGAATGTGCCcagttgaaaaataaaaaggGTGAATTGGT
TCCGGTCGGTAAACCTCAATCGTGTCTAACTTTGAGCTTTCATTATCCATGGTTTAGTTC
CAGTCATacggaagagaaacagtttcGAGGAATGCCAATCGTGGCCTATATTGGTGGTTC
ATATCTGATGAATCATAGACCGCAATTACCATCACCGAAAATGGTTGCCGATTTGCGTGT
TCTCTATGTGGCTATCAGTTACCGATTaggtgtgtttggattttctgatttcgggatcga
LGGTGCGGGACCCAATCACGGTGTGTCGGATGTGCGCGAAGCGTTGATTTGGATCCAAGA
ACACGCTCATCGTTTTGGCGGTGATCCGTCTCGCGTGATGTTGTACGGAGAGAATAGCGG
AGCCACGATTGCTGCTGCACTACTTTCATCCAGTGGTCTGGAGAATTTGATGGTCGGAGG
AGAGTCCCGTTCGCTATTCAGTCATGTTTGGTTGGCGGATGGATCCGTTGTCATTCCGGA
TGTTCCCGATTCACAGGATGCATTCCAACAGTTAGTCCTAAATGATCCATATCTGGCCGA
TGAGTGTAAAAAATGGGTGCAGAAATCAGCCAAACATGCGCATATGGACCGCAGCCATCC
ACTTGCCCGAATGTACGAATGTTTGCACGATATGACTGTTCAACAATGGTTACAAAAAAC
TCCGCTAGCATGGCAAGATTCACGAACCGCGGATACGACTTTGCTTCCGCAAGCGCATGA
AATGCGCACATCGTTGATTAAACGTGATTTGGAAAACTCGTTGGTGGARAAATCCGCTAGG
AATGCTTCATCCAAAAGCAACAGGTTGGACACACAGTATCAGAGATATGCCATTAGTGGT
ATTCTCGTCGATGAATTACGCCTACGATCAATTCGGGAATCAGAACAGTTCGGATCATTG
GAATCTGGAAGAAACAGAACAGAAGTTGAGAAATGCTTTGAATTCGTTTCGTAAGCCCAC
TTCTCAATTGCCATATGCGGATGCCATGTGGAATGCCTATCAAGGCTACTTGAGAAATCT
GATTGCCTGGCGGCGAGATGATCAGGCACCAGAGGAGATCAACTATAGAAATTTCTACGA
TGTGATTCGAGGGGATTTGCGCGGGGCATGTCCGTACAATTTATACGCAAAACATTTACA
ACTGGGACGATACATTATGGTGAATCCAATATATCGAATTTTGAACCGAATTCAAGTGCA
ACCGTATGTGGATGCGGACGGAGCACGGTGTGATGTGCCGTTCTTCTTGATTGATGAACA
TTTCTATTGTGGGGAAGGTACTCGACCACTGTACGAGGCATTGGAGCCGGAACAAAAAGA
GGTTCTCGTTCGAGCATTTGTTCAGTTCGCCTATTATGGTTCAATCTTAGGAGCTAGAGA
AATGCAGTATCCCCTCAGTTCCGATATGCCATCACTTGAAGCGACCTATAATATTCTCAC
AGAAATGGGTTTGACGACAGCTGGAACACGTGAGATCGCTTTCCTCAAAGCTTGCCAGAT
GTGGATTTCTGAGGAGGGTCTGTTTGAACATGTGATGAAGTATGCGCAAATGAACTGATG
GTTACAAGAACGTAAATTTATCGTTGGTATATCTGAAGGAGAGCTTTTATGACTGGCTGG
ACAATTTATACCCGTTTTAATGAGCTTTGCAACAAGTTTGGGTTAGCTTGTACACTCCAG
TTACGAATATAAAAATTGTACACTGA

>1cl|ORF8

MGLKEGASRATVGQSADEPPGPSKDEENEMPLADGSDDPNVLHVRNYMSL
NSLLPSPEEWDEICHRQKMERIRFLVGVSITYLVLWVAHAPVAIWKTWSL
ONNAELKRLLSDRPGLGQPLPPNCIVTKCAALCPEPSDTKDWYTLFRIPY
ATLPQQOSSYFSAATYPFTFKECYLAYWHGVAKEKRREFIDGQIRFIGREAN
DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMP I
VAYIGGSYLMNHRPQLPSPKMVADLRVLYVAISYRLGVEGEFSDFGIDGAG
PNHGVSDVREALIWIQEHAHRFGGDPSRVMLYGENSGATIAAALLSSSGL
ENLMVGGESRSLESHVWLADGSVVIPDVPDSQODAFQQLVLNDPYLADECK
KWVQKSAKHAHMDRSHPLARMYECLHDMTVQOWLOKTPLAWQDSRTADTT
LLPOAHEMRTSLIKRDLENSLVENPLGMLHPKATGWTHSIRDMPLVVESS
MNYAYDQFGNONSSDHWNLEETEQKLRNALNSFRKPTSQLPYADAMWNAY
OGYLRNLIAWRRDDOQAPEEINYRNEFYDVIRGDLRGACPYNLYAKHLQLGR

YIMVNPIYRILNRIQVQPYVDADGARCDVPFFLIDEHFYCGEGTRPLYEA
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LEPEQKEVLVRAFVQFAYYGSILGAREMQYPLSSDMPSLEATYNILTEMG
LTTAGTREIAFLKACOMWISEEGLEFEHVMKYAQMN

Query: unnamed protein product

COesterase

Query length: 735 aa

DOMAIN: Carboxylesterase family —_—

unknown Your query: unnamed protein product
pyrethroid hydrolase Ces2e precursor C
ocaine esterase isoform X2 |

sebiafish cocaine esterase isoform X2
frui fly neuroligin-4, X-linked isoform X2 |

" Streplomyces coelicolor A3(2) 69289 [

carboxylesterase W —

Figura. 36 SMART BLAST de la secuencia 1.

e Secuencia 2;

>BGI novel T004515 gene=BN1106 s903B000404g

TAGACTGTACACATGCAGGGAGAAAAGAGGAGGAACTATAGTTTCCGCTTTTTAAATAGA
ATCGACCTTCTAAAAAAAGGCATTCGTATCGTGCACCAATTATGTGCAACTTTTTACAGT
ACCTTCATAAATATTCCTCCTTTTCAATGATAACCAGCTGTTAAACATTTACGGACGTAG
ACTGACGCATCAGTACGGACAGTTTCTTGGTTTGTGAAGAAACAAATGTAAGAACTTGTC
CAATATTTTGTAAAGTTCTGGATGACCGGCGGTCGTCATCCGGTATCGTGGTGGACTATC
GGTCCATATGTCCCTCTTTGGAATCATCCCACGACCGCCGGTAGCCTTCTTTGATGAATA
GCGCCTTTTCTTAGCTATAATAGTATCACATTGTTGAACAATACAAGGAATTAGGTAGTA
GAATGAGAGCACTAGGATAGAAGGGAGATGAAGACGTATATACAGGCCATATGCAAAATA
TTACAATGCCGAAATATGCATTTTTAATCCTTTACATATCAAATCACTCAGTAACGTTTg
agttttttattcatttaggaATCAGCAGCCATATTTACAATGCGGTTACTGATCACGGGA
AAATTGGATGGCCTTCCAAAATCGTCATTCTTATTGGTTAATTATTACCATAGTACGTGA
TTTGCAGACAGAATCGACCAATCATACATCTCGCCAGATCATGCAATGGATCATTGGCAC
ATCCCTGAAACACCTACAAATCCGACCTGCAAAAGATAAACGTTCGTAATATCTTCGGGA
CATTTTGGAAATCGGGTACATGTTTAGGCTGTAAATCTTGTGTAATACCTTCCACATTCC
AACATGTTATCCTGTGCGACTAATTTATGGCTCTTAATATTGATATCTGAGATCATCAGG
GAGACTAATTCTAGTGCGCCAGCTCCTACAATCACTCTGTCTCACGGAGGAAGAGTTCGT
GGCGCAACAGAAGAGGTGATTTTTCGGGATCAGAAGAAGAACGTGGATTATTTTCTCGGA
ATTCCCTTCGCCAAACCACCAGTTAAAGAACTCAGATTCGCATCACCGGAAAATCATAAA
GGCTGGGAGGGTATAAGAGATGCCGTCAACCTCCCCCCTACTTGTTGGCAGTATATTTTT
ACTGGATTTGACATTGCAAATAATGGAGCTCGCATGTGGGTGAACAACACGGAAATGAGT
GAGGATTGCCTTTACCTGAATGTGTGGATGCCTTCaggaaaaataaatgcaaactTACCC
GTTATGGTGTGGATTTACGGGGGAGGATACACCAGCGGAACTTCGACACTTGATGTTTAC
AATGGGAAATTTTTAGCTGCCAAGCACGACTTGATTGTCGTCTCAATGCAGTATCGTCTT
GGTGCATTTGGATTTCTGCGAATCGATCCCAAGCCCACTCGGTTCAACAGAGAATCGGAA
GGCTCGACAAAACTAGCACTGGGGAATATGGGTCTGAAAGATCAACTGCTTGCATTGGAG
TGGGTTCAAAAAGAAATTAAGAACTTCGGCGGAAATCCCAGACAAGTGACCGTGTTTGGC
GAGTCATCTGGGGCGGTCAGTGTAACGGCACTGTGGACATCCCCAAAGACTAAAGCACTT
TTCAGACGCGCAATCGTTCAGTCGGGCTCAATTTTTGCTCGATGGGGTTTACATGATTTG
AAAGTTGCAAACCATCGAGCCGTGGTGTTTTCCAAGGCATGCAACTGCCCTGACCCAACG
GTGGATCCTTCGACAAGTATAAAATGCCTACAGGATGTTGACCCGATGGTTCTAGTGAAC
ACGTTGGACGCAGTTATTGAGGATGATGCGGTACAACGAAACAACACAATGTGGGAAAAT
TTCTTTCACAAGCTCTCAGCTTCCGAGATCGGCAATGGTCCATTCCCCGGCTGGGCTACC
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AGCAGCCGTCGTTATTTCGAGGTACCGTTTGCAGCTGTGATTGACGGAGATTTTCTGCCA
AATCATCCACGAAATGTACTTAAATCACCCAATTATACCAGAGAATCTCCGGAACTATTG
ATCGGTGTGAATCAGAATGAAGCGATCTACTTCATTCTCTACGGCCTTGCAATGCAAGAG
ACAATGTTTCTGAAAGAGGATGGAAACATCGTACTACCCGAGTCGATCAAAAAGGCCGGT
CTGCGGGAACCACGAAAAAGCGACGGTCAGAAAGCCGATTTTAGATGGATCACGGCATTG
GAATTCCTGGATAAGAGTTTTCTCATCCCGGGACTAGCAGCAGCACCAGCAACTTTCTAC
GGTCTGCCAGTGAGTTTCAACACAACACAGGAGTATGCCTATCCATATGACATAAAACTG
GCCGGAGAAGAGGTCATGAAACGAATCAGCGATTTGGCTTCAGATGCAGACTTCATCTGT
CCGACCTTGGAATTCGCTGAAATGGCTTCACGACAGTCAAATGCAAAGGTTTACCTATAC
TACTTCCAACAAATGTCCTCCCGTCTTCCTTGGCCTACTTGGGTTGGAGCAATGCATGGC
TACGAAATTCCATTTGTATTTGGAATTCCGTATTCGAAAGAATTTATAAAAGAATTTTAT
GGCTTCACTTTGGAGGAAACTGAGTTTGGAGATAAAATGCAACAACTATGGGTCAATTTC
GCGAAATACGGTGATCCAAACCTGCCTGTTACCGACCAATATTCAGCTAAGTGGCCATTG
TACAAATCAAATGCGATTAGTGAAAAACAACCGGATCAATGGGATCATTACATTCTGGAT
GTAAACATGCGACCTGGTAGTCGACTCCGGGAGAAAGAATGCGGGTTTTGGTTGCATTTC
ATGGACGCATATCAACGAGAAGTGCTCGCTGGGGCCATGGCAATATATCCGGCCAATCGA
ACTGGGCTCGTTCTCCTCTGGATATGTATCTTTCGGATAGCGGTTTTGTTGTACTGATCC
AGTCCCGGAGTACAAAAGACGGTTGCAAATATTCTCAAAACTACATAACGACTGTTTATT
GTCTACCTGTCTTCTAGATATTAAAGTCAAAATGCTAGTGACTCACAGCAAGTTACTTTC
AATAAgcattaaaaacatcaaaacaaaatttccatcCCGTAAAAGAACAAGAGCAAAACA
GGGTAGTCACGAATGTACACATGTTCCTGTTCAAAGAACCGAAATAAAACAGGTATCCCT
AACAGTGTTCGAGGTCAAAATCCCCCATATTAGCTGATATTGAGTTGTGTATGTCCACTT
CCCTICTCTTtccaaattgttttctttctcctGCAGTCGATTCCCGTTTTATAAGTGATGA
AACAAACCAGTCTATTCTGATTCAAATTGGCCATTCCCTCAGTAATCTTCAATGTATTAC
CTCGAATTTAATTCTATCCATCATAAAATTAACCACACAGACGTTCACTATAAAAAGATC
CCCGTCAACCTGTAACAACAAAGAGATGGAATTTCATATTACAAATACATGTTTTTCTGG
TG

>1cl|ORF4

MLSCATNLWLLILISEITRETNSSAPAPTITLSHGGRVRGATEEVIFRDQ
KKNVDYFLGIPFAKPPVKELRFASPENHKGWEGIRDAVNLPPTCWQYIFET
GFDIANNGARMWVNNTEMSEDCLYLNVWMPSGKINANLPVMVWIYGGGYT
SGTSTLDVYNGKFLAAKHDLIVVSMQYRLGAFGFLRIDPKPTREFNRESEG
STKLALGNMGLKDQLLALEWVQKEIKNFGGNPRQVIVFGESSGAVSVTAL
WTSPKTKALFRRAIVQSGSIFARWGLHDLKVANHRAVVESKACNCPDPTV
DPSTSIKCLQODVDPMVLVNTLDAVIEDDAVORNNTMWENFFHKLSASEIG
NGPFPGWATSSRRYFEVPFAAVIDGDFLPNHPRNVLKSPNYTRESPELLT
GVNONEAIYFILYGLAMQETMFLKEDGNIVLPESIKKAGLREPRKSDGQOK
ADFRWITALEFLDKSFLIPGLAAAPATFYGLPVSEFNTTQEYAYPYDIKLA
GEEVMKRISDLASDADFICPTLEFAEMASRQSNAKVYLYYFQOMSSRLPW
PTWVGAMHGYEIPEFVEFGIPYSKEFIKEFYGFTLEETEFGDKMQOQLWVNEA
KYGDPNLPVTDQYSAKWPLYKSNAISEKQPDOWDHY ILDVNMRPGSRLRE

KECGFWLHFMDAYQREVLAGAMATIYPANRTGLVLLWICIFRIAVLLY
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Query: unnamed protein product

DOMAIN: Carboxylesterase family COusterase

Query length: 657 aa

unknown Your query: unnamed protein preduct

human cholinesterase precurser
house mouse
2ebrafish TR ’
acetylcholinesterase precursor

fly
| Tt

G elegans acetylcholine esterase, isoform C

Acetylcholinesterase 1

Figura 37. SMART BLAST de la secuencia 2.

e Secuencia 3:

>BGI novel T004516 gene=BN1106 s903B000404g
CTGGTATTCCCGCTAGTAAAATTGTGGTTTTCACTGTGATTTTTTCCAAGGCATGCAACT
GCCCTGACCCAACGGTGGATCCTTCGACAAGTATAAAATGCCTACAGGATGTTGACCCGA
TGGTTCTAGTGAACACGTTGGACGCAGTTATTGAGGATGATGCGGTACAACGAAACAACA
CAATGTGGGAAAATTTCTTTCACAAGCTCTCAGCTTCCGAGATCGGCAATGGTCCATTCC
CCGGCTGGGCTACCAGCAGCCGTCGTTATTTCGAGGTACCGTTTGCAGCTGTGATTGACG
GAGATTTTCTGCCAAATCATCCACGAAATGTACTTAAATCACCCAATTATACCAGAGAAT
CTCCGGAACTATTGATCGGTGTGAATCAGAATGAAGCGATCTACTTCATTCTCTACGGCC
TTGCAATGCAAGAGACAATGTTTCTGAAAGAGGATGGAAACATCGTACTACCCGAGTCGA
TCAAAAAGGCCGGTCTGCGGGAACCACGAAAAAGCGACGGTCAGAAAGCCGATTTTAGAT
GGATCACGGCATTGGAATTCCTGGATAAGAGTTTTCTCATCCCGGGACTAGCAGCAGCAC
CAGCAACTTTCTACGGTCTGCCAGTGAGTTTCAACACAACACAGGAGTATGCCTATCCAT
ATGACATAAAACTGGCCGGAGAAGAGGTCATGAAACGAATCAGCGATTTGGCTTCAGATG
CAGACTTCATCTGTCCGACCTTGGAATTCGCTGAAATGGCTTCACGACAGTCAAATGCAA
AGGTTTACCTATACTACTTCCAACAAATGTCCTCCCGTCTTCCTTGGCCTACTTGGGTTG
GAGCAATGCATGGCTACGAAATTCCATTTGTATTTGGAATTCCGTATTCGAAAGAATTTA
TAAAAGAATTTTATGGCTTCACTTTGGAGGAAACTGAGTTTGGAGATAAAATGCAACAAC
TATGGGTCAATTTCGCGAAATACGGTGATCCAAACCTGCCTGTTACCGACCAATATTCAG
CTAAGTGGCCATTGTACAAATCAAATGCGATTAGTGAAAAACAACCGGATCAATGGGATC
ATTACATTCTGGATGTAAACATGCGACCTGGTAGTCGACTCCGGGAGAAAGAATGCGGGT
TTTGGTTGCATTTCATGGACGCATATCAACGAGAAGTGCTCGCTGGGGCCATGGCAATAT
ATCCGGCCAATCGAACTGGGCTCGTTCTCCTCTGGATATGTATCTTTCGGATAGCGGTTT
TGTTGTACTGATCCAGTCCCGGAGTACAAAAGACGGTTGCAAATATTCTCAAAACTACAT
AACGACTGTTTATTGTCTACCTGTCTTCTAGATATTAAAGTCAAAATGCTAGTGACTCAC
AGCAAGTTACTTTCAATAAgcattaaaaacatcaaaacaaaatttccatcCCGTAAAAGA
ACAAGAGCAAAACAGGGTAGTCACGAATGTACACATGTTCCTGTTCAAAGAACCGAAATA
AAACAGGTATCCCTAACAGTGTTCGAGGTCAAAATCCCCCATATTAGCTGATATTGAGTT
GTGTATGTCCACTTCCCTCTCTTtccaaattgttttctttctcctGCAGTCGATTCCCGT
TTTATAAGTGATGAAACAAACCAGTCTATTCTGATTCAAATTGGCCATTCCCTCAGTAAT
CTTCAATGTATTACCTCGAATTTAATTCTATCCATCATAAAATTAACCACACAGACGTTC
ACTATAAAAAGATCCCCGTCAACCTGTAACAACAAAGAGATGGAATTTCATATTACAAAT
ACATGTTTTTCTGGTG
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>1cl|ORF7

MVLVNTLDAVIEDDAVQRNNTMWENFEFHKLSASEIGNGPFPGWATSSRRY
FEVPFAAVIDGDFLPNHPRNVLKSPNYTRESPELLIGVNQONEAIYFILYG
LAMQETMFLKEDGNIVLPESIKKAGLREPRKSDGOQKADFRWITALEFLDK
SFLIPGLAAAPATFYGLPVSENTTQEYAYPYDIKLAGEEVMKRISDLASD
ADFICPTLEFAEMASRQOSNAKVYLYYFQOMSSRLPWPTWVGAMHGYEIPF
VEGIPYSKEFIKEFYGFTLEETEFGDKMOOLWVNFAKYGDPNLPVTDQYS
AKWPLYKSNAISEKQPDOQWDHYILDVNMRPGSRLREKECGFWLHEMDAYQ

REVLAGAMAIYPANRTGLVLLWICIFRIAVLLY

Query: unnamed protein product

DOMAIN: Carboxylesterase family

Query length: 383 aa

COesterase

unknown Your query: unnamed protein product
[ Caenorhabdts elegans Acetylcholinesterase 1 [—— = m =

human
human

Figura 38. SMART BLAST de la secuencia 3.

e Secuencia 4:

>BGI novel T012214 gene=BN1106 s4004B000028g

TTGGGTTGTCACACGAGTTTGAAATTTCGTCACCTTGCTGCGGAAGGAAGGTTAGTCGTT
GACTAGATGGCCTGGATATCTGTTCCATACTTGTGCATCGTGTGGCATTCGATAACTTAC
TTGACTCTTTCCAATGGCCAAAACTGGTGGAATTTTGAAGAGCAAATCAATCCAAATAAA
CTCCCGCTGTTTACGCCACTACCAAATAAGCGATTCACTCACGATCCGGAAATCAATAAG
TATGGACCATCACCAAATGACGTTATAGTGAACATACCAAAGTAAGCTGATTGTACCGAT
TGTATTGCAGACCCGGATTTGGTCGTTTTATCGGTTCGTCTGTACTGGTTAATTACGACT
ATACGTGGTCGCAGTGGCCACCCGGCCGCGGTCGGCTGGTAAATGAGTTCTTGGGAATTC
CTTTCGCTGCACCGCCGATCGGAGATCAACGATTCAGAGCAAGTGAATATTTAGTATCTC
GTAATTCATACTCCGCAGAATCCTGTCGCTTCATATTTGGATACAAGATACCCGTGGTTC
GCGAAAAAATTGCGCCCAGCATGTATGCAACATGATGGATATTTGAAGGCATTTTTAAAG
GTCATTCCTCCAATGAGTGAGGACTGTCTATATTTAAATATATTCTATCCGAACAGGACA
CATGAAGACCCGACCATTCGTTATCCAGTGGTAATTCACATTCACGGTGGTAGCTATGTA
TGCGGTTCAAATCACTTATATCCTGGACATGTTCTAGCCTCTATGGGTGTTGTCTTCGTA
TCCATCAGCTATAGACTAGGACCTTTTGACCTGTTTCATCAAGTGATAATGATGTCCGGA
TCTGACTTGTCCTGCTGGGCTGTGACCGATCCGAATCGTGTCCGTAGTAGATACTATGCC
ATTGAACTGGGACGTGCGTTAGGTTGCTCATCTGTGCTGGGCGACCGGGTGGCTGCTTCC
CAGGCTGCAATGCGTGGAGAACAGTGGAAACCGTCAGGTGCCGCAGACGTACCGGAGGGT
CAATTTGGCAACGGCTCGGCTAAGCCACGACTGGCAATACCCTTTACCGCTCGAATTGAT
GCCTCAGCACTGCTACGTTGTTTGCGCCATAAGAGTACAGCGGAAGAGATTGCCAACAAT
TCACTCCTCACTCCACTAGATGGTGCACCAAACTTTGTTTGGTCTCCGGTTGTAGACGGC
ACATCCGGTTTCTTGCCACGAGTTCCACTGGAGGAACGAAAACAGGGTCGGTTTGATGCG
TTGCCACTTTTGGCAGGTGTCACTCACGACGAAGGCTCACAAGTTCTGCTAAGTAATCTC
GCTCGCTGGGAGGAACGACGTTTTCGTATCAAGGATTTCACAGATGCAGTGGTCCGTCGA
ACGATTGGCAACTTCCTCAATAGCGAGAAGGTATTTCGTTTCCAAACAACATCGGAAGAA
CTGTACACTCGTTACACTTGGTGGCCCAATATGGCAAACAATTCGGCCCGTTGGGAAAAT
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ATGGTAGCTCTTATTTCGGACTATGTGATCAATTCACCCTTGGACACAGTGCTTCGATTT
CACGCATCTTCTAATCCCAAAACCTATTTTTATGAATTCGCTTACTTGAGTCCGAACGAC
ACCCTTCGGACACCTGAACGAGGAGTCTATCACGGGGCGGAACAGCCGTTTCTATTTGGC
TTTCCTTTTTTGGATGTGGAATTTTGGCAGCGCTATTTCGGTAGCAAAGATTTGCCGAGA
CTCGCTAACCGGACCTATTTCTACCCGCACGACACAAACGTGAGCGAATGGGTTATGCAA
GCGTGGACTAACTTCGCGAAATACGGGTATGTGATCA

>1cl|ORF2

MOHDGYLKAFLKVIPPMSEDCLYLNIFYPNRTHEDPTIRYPVVIHIHGGS
YVCGSNHLYPGHVLASMGVVEVSISYRLGPFDLFHQVIMMSGSDLSCWAV
TDPNRVRSRYYAIELGRALGCSSVLGDRVAASQAAMRGEQWKPSGAADVP
EGQFGNGSAKPRLAIPFTARIDASALLRCLRHKSTAEEIANNSLLTPLDG
APNFVWSPVVDGTSGFLPRVPLEERKQGREFDALPLLAGVTHDEGSQVLLS
NLARWEERRFRIKDFTDAVVRRTIGNFLNSEKVFRFQTTSEELYTRYTWW
PNMANNSARWENMVALISDYVINSPLDTVLRFHASSNPKTYFYEFAYLSP
NDTLRTPERGVYHGAEQPFLEFGFPFLDVEFWQRYFGSKDLPRLANRTYFEY

PHDTNVSEWVMQAWTNFAKYGYVI

Query: unnamed protein product, partial Query length: 424 aa

~ i COest
DOMAIN: Carboxylesterase family —

Caenorhabdts elegans GlloTactin (Drosophila neuroligin-like) homolog

R Your query: unnamed protein product, partial

zebrafish
reuroligin-4, Y-linke n X1 CCC ssss——

zebrafish
human n sor L SSSS——
house mouse " CCC—

Figura 39. SMART BLAST de la secuencia 4.

Con base en los resultados del SMART BLAST, se determiné que para
fines de estre trabajo, las secuencias 2 y 3 no son relevantes, ya que presentan

funciones mas cercanas a las acetilcolinesterasas.

7.9.3 Andlisis de la secuencia BN1106_s4004b000028g

Segun lo indicado en el reporte de secuenciacion, esta secuencia presento
homologia con las carboxilesterasas responsables de la ecdisis en Opistorchis
viverrini (trematodo).

Ademas en el reporte nos proporciona cual es su expresion diferencial en
las cuatro muestras. Se observa que en la muestra de F. hepatica en fase adulta

tratada con TCBZ, no esta presente esta carboxilesterasa (Figura 40).
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Expresion diferencial
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Figura 40. FPKM de la secuencia BN1106_ s4004b000028g. Donde las muestras son: FJ, F.
hepatica en fase juvenil sin tratamiento; FST, F. hepatica fase adulta sin tratamiento; FT, F.

hepatica fase adulta tratada con TCBZ; FT2, F. hepatica fase adulta tratada con albendazol.

7.9.3.1 Caracterizacion de la esterasa BN1106_s4004b000028g
En el sitio https://web.expasy.org/cgi-bin/compute pi/pi toolTheoretical se

calcul6 un punto isoeléctrico de 7.20 y una masa molecular de 48.248 kDa para la
secuencia BN1106_s4004b000028g.

En los zimogramas elaborados, es posible observar una banda en el rango
de 50 kDa con un muy bajo nivel de expresion.

7.9.3.2 Analisis del niumero GO de la esterasa BN1106_s4004b000028g

El reporte otorga el numero GO: 0016020/membrane, el sitio

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/G0:0016020, lo define como componente de

la membrana (Figura 46). Ademas de que comparte el numero GO:
0016021//integral component of membrane con respecto a la CE
BN1106_s80B000525, que esta definido como un componente de la membrana
(Figura 41).
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Figura 41. Reporte del nimero GO de la carboxilesterasa BN1106_s4004b000028g.

7.9.3.3 Analisis de dominios de la esterasa BN1106_s4004b000028g
La secuencia BN1106 s80B000028g de 424 AA contiene los siguientes

dominios:
1. AA 1-125, 168-421 Alfa-Beta hidrolasa
2. AA 16-181, 172-421 Carboxilesterasa tipo B

Detailed signature matches

) IPR029058 Alpha/Beta hydrolase fold

————————— s - » SSF53474 (alpharbet...)
S » G3DSA:3.40.50...

[0 IPR002018 Carboxylesterase, type B

o e - » PF00135 (COesterase)
B IPR019819 Carboxylesterase type B, conserved site

[ ] » PS00941 (CARBOXYLES...)

Figura 42. Resultado del analisis de dominios en InterPro de la carboxilesterasa
BN1106_s4004b000028g.

Asimismo, esta secuencia carece de dominios transmembranales, lo que
quiere decir que circula libremente en los tejidos y/o el interior de las células.
Presenta los dominios alfa-beta hidrolasa y los que la identifican como una

esterasa B.
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Para fines del proyecto nos enfocamos en la secuencia
BN1106_s80B000525¢g para analizar el fendbmeno de la resistencia y establecer

algin método de deteccidn.

7.9.4 Andlisis de la secuencia BN1106_s80B000525¢g

El reporte muestra que esta secuencia muestra homologia con una
carboxilesterasa previamente reportada de O. viverrini. Ademas, se indica cual es
su expresion (fragmentos existentes por millon de kilobases) en cada una de las
muestras enviadas a secuenciar, dicha expresion se presenta en la siguiente

grafica:

Expresion Diferencial

25
20
X~
g 15
o
[N
10
5
FJ FST FT FT2

Figura 43. FPKM de la secuencia BN1106_s80B000525¢g. Do6nde las muestras son: FJ, F.
hepatica en fase juvenil sin tratamiento; FST, F. hepatica fase adulta sin tratamiento; FT, F.

hepatica fase adulta tratada con TCBZ; FT2, F. hepatica fase adulta tratada con albendazol.

7.9.4.1 Caracterizacion de la esterasa BN1106_s80B000525¢g
En el sitio https://web.expasy.org/cqgi-bin/compute pi/pi toolTheoretical se

calculé un pl 5.79 y una masa molecular de 83.567 kDa para esta esterasa. Si
consideramos las modificaciones postraduccionales que pudiera tener, es
consistente con los pl de 5.1 y 6.0 y la masa de la carboxilesterasa de 85 kDa
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identificada en los zimogramas hechos previamente durante el desarrollo de este

proyecto.

7.9.4.2 Analisis del numero GO de la esterasa BN1106_s80B000525¢g
El reporte otorga el numero GO:0016021//integral component of membrane,
el sitio QuickGo, lo define como un componente de membrana, lo que quiere decir

gue contiene un péptido de anclaje a la membrana celular.

CO:0005575

cellular
component

C0:0016020

membrane

C0:0044425

membrane part

C0:0031224

intrinsic
component of
membrane

C0:0016021

integral
component of
membrane

Figura 44. Reporte del nimero GO de la secuencia BN1106_s80B000525g.

7.9.4.3 Andlisis de dominios de la esterasa BN1106 _s80B000525g
La esterasa BN1106_s80B000525g de 735 AA se sometié a analisis de

dominios en el sitio https://www.ebi.ac.uk/interpro/ InterPro, el analisis nos arrojé

que contiene los siguientes dominios:

1. AA 141-184, 214-281 Alfa-Beta hidrolasa
2. AA 197-681 Carboxilesterasa tipo B

3. AA 1-73 Dominio citoplasmatico

4. AA 93-735 Dominio no citoplasmatico
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5. AA 172-672 Carboxilesterasa

6. AA 73-93 Hélice transmembranal

7. AA 74-95 Péptido transmembranal
Detailed signature matches

() IPR029058 Alpha/Beta hydrolase fold

- » SSF53474 (alpha/bet...)

e . » G3DSA:3.40.50...

1) IPR002018 Carboxylesterase, type B

) » PF00135 (COesterase)

& noIPR Unintegrated signatures
—— » CYTOPLASMIC_D... (C..)
C > » NON_CYTOPLASM... (N...)
C D » PTHR11559 (CARBOXYL...)
o » TMhelix
(==} » TRANSMEMBRANE (Tran...)
= » mobidb-lite (disord...)

Figura 45. Resultado del analisis de dominios en InterPro.

La prediccion de dominios nos indica que esta es una proteina con funcién
de hidrolasa, cuya estructura es homoéloga a la carboxilesterasa tipo B, ademas
esta anclada a la membrana mediante 73 aa en el citoplasma y un péptido
transmembranal de 21 aminoacidos, mientras que el resto de la proteina es
extracelular (Figura 46). Ademas, se realiz6 un analisis de los dominios en

https://www.genome.jp/keqga/ KEGG, dando como resultado lo siguiente:
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> v 9
{ 4O AA 93-735 Dominio no citoplasmaético contiene la actividad enzimatica

el No KEGG K03927 indica que esta involucrada en el metabolismo de

- diferentes drogas.
| 5
(
"o D
e
— g
'_"é_'-v = \ TS .
_;: AA 73-93 Hélice transmembranal
~|';
F ) AA 1-73 Dominio citoplasmatico
\-,.4'..( Y{ ) KEGG KO01050 Indica que este dominio interacciona con enzimas de la

-
‘1 mitocondria como CYP450 mediante sefializacion.

Figura 46. Posible estructura de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g. Se representa cOmo
podria estar formada la esterasa, ademas de presentarse la posible funcién de los dominios que la

conforman, segun el nimero KEGG.

7.9.4.4 Prediccion de estructura 3D de la carboxilesterasa

BN1106_s80B000525g

sitio http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4ubij/portfolio/?view=entry index#ad-

El
image-2 predice una estructura 3D, semejante a la carboxilesterasa B de Lucilia

cuprina, que tiene capacidad de hidrolizar pesticidas y ligandos fosfodiester,

ademas de xenobidbticos carboxiester.

86


http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4ubj/portfolio/?view=entry_index#ad-image-2
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/4ubj/portfolio/?view=entry_index#ad-image-2

Figura 47. Prediccién de la estructura 3D de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g.

7.10 Deteccion de carboxilesterasas por PCR punto final

Para lograr detectar la carboxilesterasa BN1106_s80B000525¢g se utilizaron
tres pares de oligonucleotidos en la reaccién de PCR, que estan descritos en la
Tabla 18, con la finalidad de encontrar aquellos que fueron los Optimos para la

deteccion.

Tabla 18. Secuencia de los oligonucleétidos para la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g.

1 FoFaCe1 CGGGTCCAAGCAAGGATGAG
ReFaCe1 AAGCGATCTCACGTGTTCCA
2 FoFaCe2 GTCCAAGCAAGGATGAGGAG
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ReFaCe2 AGGTCGCTTCAAGTGATGGC
3 FoFaCe3 CAGCCCAGAAGAATGGGACG
ReFaCe3 CAGACCCTCCTCAGAAATCCAC

Una vez terminados los ciclos de PCR, se preparé un gel de agarosa al
10% y se corrieron las muestras durante 1:30 horas a 100 V. Después se visualizo

el gel en transiluminador, obteniendo la imagen que se presenta a continuacion:

Carril 1: Marcador de 1kb DNA ladder Sigma
Carril 2: C1, cDNA con oligos CE 1
Carril 3: C2, cDNA con oligos CE 2
Carril 4: C3, cDNA con oligos CE 3
Carril 5: G1, DNA Genomico con oligos CE 1
Carril 6: G2, DNA Gendmico con oligos CE 2
Carril 7: G3, DNA Genomico con oligos CE 3

Figura 48. Electroforesis de las muestras de cDNA y DNA gendmico de F. hepatica.
Gel de agarosa al 10% donde se observan los productos de PCR realizados a partir de las

muestras de cDNA y DNA genémico de F. hepatica que amplificaron la carboxilesterasa
BN1106_s80B000525g.

Como se puede apreciar en la Figura 48, solo se pudo visualizar la esterasa
en aquellas muestras en las que se utiliz6 cDNA. Por tal motivo se recurrio a hacer
un andlisis de intrones y exones para ver si ese era el motivo por el cual la

esterasa no pudo ser observada en las muestras de DNA genomico de F.
hepatica.
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7.10.1 Anélisis de exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525¢g

Con el objetivo de realizar el analisis de intrones y exones de la
carboxilesterasa BN1106_s80B000525g, se realizd la busqueda de esta en
algunos trabajos de genoma completo de F. hepatica ya reportados en las bases
de datos.
Al buscar la carboxilesterasa en el proyecto “Fasciola hepatica genome assembly
Fh_reaprlOkb, contig contig 4086, whole genome shotgun sequence.
ID: CDMT01004086.1” de Liverpool, se encontro que esta formada por dos exones
y un intron, el cual se encuentra en medio de los exones y tiene un tamafo de
20,084 pb (Figura 49).

0 pb 62,376 pb

I ) e | il I

I — / — I

Intron 1

Rango: 34,424 a 54,508

Tamanio: 20,084 pb

Rango: 33,142 a 34,424 Rango: 54,508 a 56,372
Tamariio: 1,282 pb Tamario: 1,864 pb

Figura 49. Analisis de exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g en un proyecto de

genoma completo de F. hepatica de Liverpool, Reino Unido.

En una segunda busqueda de la carboxilesterasa en el proyecto "Fasciola
hepatica F_hepatica-1.0_Cont32.20, whole genome shotgun sequence.
ID: JXXN01001140.1” , se encontrd que solo contiene un exén de 1,864 pb (Figura
50).
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0 pb 30,068 pb

I T
| e

Rango: 9,295 a 11,159

Tamario: 1,864 pb

Figura 50. Analisis de exones de la carboxilesterasa BN1106 s80B000525g en un proyecto de

genoma completo de F. hepatica de Oregon, EUA.

Finalmente se realizd una tercer busqueda en el proyecto “Fasciola hepatica strain
Shrewsbury genome assembly, contig: contig 58221, whole genome shotgun
sequence. ID: OMOY01058219.1". Se localizaron, de nueva cuenta, dos exones y

un intrén de 19,403 pb (Figura 51).
0pb 101,705 pb

| o1 —_— |

' T e |
Intron 1

Rango: 19,904 a 39,307

Tamafio: 19,403 pb

EXON 2

Rango: 18,040 a 19,904 Rango: 39,307 a 40,589
Tamafio: 1,864 pb Tamafio: 1,282 pb

Figura 51. Andlisis de exones de la carboxilesterasa BN1106 _s80B000525g en un proyecto de

genoma completo de F. hepatica de Liverpool, Reino Unido.

Una vez finalizado el analisis de los exones, se tom6 la secuencia

BN1106_s80B000525g y se localizaron ambos exones (Figura 52).
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*BEI_novel TOO0469% gene==BH110& =BO0BODOSZSg

taatcCITTACTTCCT T T AT TAAC TG TACATCGARGTTACAATATTTCTGAARRGEEETT
ACAGCCERATGAGRACGCCATCTARtaggaaatcaatcagagacEETGAGAGTCERAACTCEE
A A A AT T AR A G EC T CAR CE TG TC T T TATTAT AT AACACCTARGECCTTGGR
CRAGTTICAGTCTACGATARGATAccadaaggaaddactccatgagctgaGGTICAGTRAAL
TCAGTCAAC AT ETACCA R CAC TCAC ACTARACCAGCACCARRATEETEECCTECAGTCTE
GCTGETCACACTACICECCTCadcaadagadcactgtcocgc IGTGTTATATACTCTCTCAT
CeCC A A A R AT AT TG T ICACTCCGACCACGARCATTCACACTCTIGATTCGE
TITTTACGTGACATC TG ATTTGTAT TATACACETTTCTTCICATTIICTICTICGTITCTG
CEC AN AT T CCCT AT TG TE TG AGA T AATCTCCARGEACT CGCGTACGTTAR
T IGI eI C TG I T AT A GAT e T AR TA AR AT AT TETGAGAT TATATARATARCARRACGCH
CTTAATA AT ACACCAGT AT AR CTETGTGATAGATCTARACTACGTTGGTCERATECTE
A AT TGAC A CETGAT AT TG A EGTACTAATTTICGAATCTICTCTGAGATCAATCE
GITEAD AT T AT TCETEEETTCACARACTCCACTTGEACARTTCCCATTACATTGT
CTCTGAGCC A A T EEAC TR A AGA G EEAG T G T CCE T ECCACAGCTCEEECAGTCTGOCGR
CEAR T CC e TCCA A R A CCAT CAGGAGRARTEAR A TEOCACTEEC AGATEEATTAGE
TEAT A AT T TAC A TETACGTARTTACATGAGT CTGAATTC TTTACTACCCAGCCT
ARG TR R A T TTGTCATCETCARRR R R TEEACRAERATCCGATTTITGETCGE
ACTEAE AT A A CC T AC T AT TTTAT GGG T O ECATEC TCCTCTAGC CATTTCGARRRT
ATGETCTICTACRGART A R TEC AR C TCAR ARG CTACTCTCTGATCETCCCEECTTGEE
A AR A TT AT CACCCA R CTETATTETCACARR A TETECTECETIGTGTCCGERAACTTTC
GEACRACARA A TTGETACACATTGT TCAGRARTCCCGTACECCACATTGCCACRRCAGRE
TTCATAT TTC I CC GO CACC TATCCATTCACATTTARGEARATCGCTATTTAGCTTATTE
GCATEEIGTEECTARGGRARR A GCETCEATTTATAGATEGACARATTCGATTCATCGERCE
TEAGGCERATCATEACGECTOCEEAATGTG  CcagttgaaaaataaaaaggETERAATTEET
TCCEE GG T AR CCTCARTCGTGTCTAAC TITERAGCTTTCATTATCCATEGGTTTAGTTC
CACTCATacggaagagaaacagtttcGAGERATECCAATCETGEICTATATTEETSETTE
ATATC T GATGARTCATAGRACCGCAA T TACCATCACCGARRATEGGTTECCGATTTGCETGT
TCTICTAT G T GECTATCACTTACCEATTaggtgbgtttggatsttctgatttocgggatoga
tEETECEEGACCC AR TCACGE TG TG TCGEATGTECGC GARAGCETIGATTTGGATCCARGE
A AT AT ETI T TG ECEETEAT CCGT C TCGCETGATGTIGTACGGAGAGARTACCGE
AT AT T e T e TGO ACTAC T T TC AT CCAGTEGT CTGEAGRATTTEATGETCGE
AGAET O T O TAT T ARG TCAT ETTT T T e GEAT CEATCCETIGTCATICOGGR
T TR T T A A AT AT T AR AGTTAGTC L TARATGATCCATATCTGEOCGR
TeACT I AR R A TG TECA AR R TCAC T CAR A CATECGTATATEEACCEGCAGCCATCC
AT T AR T T A AR TG T T TG ACGATATCAC T TTCARCARTGETTACRRARARAD
T A AT R A GATTCAC ARG CEATACGACTTIIGCTTCCGCAACCGCATGR
A T A A TCC I TEAT T AR ACCT AT T ICCARARACTCCTIGCIGEARARA T COOTAGE
AT T AT CARR LG AR ACETTEGAC ACAC RCTATCAGRGATAT GCCATTAGTGGT
ATTCT T AT GAR T TACGCC TAC GATCAATTCGGGARAT CAGARCAGTTCGEATCATT:
AR T T AR R A C A G R A A AT TEACARA T TTTGAATTCGTTTCGTARGCCCAT
TT T AR T T AT A TGO GRA TGO L ATGT AR TG CCTAT CARGECTACTTGAGARATCT
GATTEC TG B BAGATEATCAGECACCAGRAEERAGATCAACTATAGARATTTCTACGR
eI EA T CGACEC AT TT GO CeGECAT G TC G TACAATTTATACGC ARAACRTTTACE
AT EACGAT R AT TAT T AR T CCRATATATCGAATTITIGARCCGARTTCRRAGTGCR
A CETAT G T AT GGG ACEEAGCACEET CTCGAT TGO CGTICTICTTGATTEATGARCE
TTICTAI TG T e A GETAC TCGACCACTETACGAGECATIGGAGCCGEAACRRABARGE
T T G T T A GCATT T T TCAG T TG CTAT TATGETICAATCTTAGGACCTAGAGR
A T A TAT e TCACTTCCGATATGC CATCACTTGAAGCGACCTATAATATTCTCAL
AR A T EE T TCACGA A TEEA A AC CTCAGATC G TIICCTCARAGCTTEGCCAGAT
GIGEA I T TR AGEAGGETCT G TTTEARCATGTEATGARGTATGIGCAARTGARCTEGATE
T A AR ETAR A T T AT T T e TAT AT C T EAACCACAGCTTTTATGAI TEEITGE
A AT T AT A T T T T AR T G AG T TTGC AR ARG T I TGEETTAGCTTGTACRCTOCA
TTRCGRRTRTRRRGRTTETRACRCTCER

Figura 52. Localizaciéon de exones en la secuencia BN1106_s80B000525g. La parte subrayada en

color amarillo corresponde al exén 1. La parte sin subrayar corresponde al exén 2.

A partir de esa localizacion, se procedid nuevamente a disefiar dos pares de
oligonucledtidos para poder identificar ambos exones por PCR en el DNA

genomico.
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*BGI_nowvel TOD046% gene=BHN110&6 =EDBOODSZ2Sg
ta3tcCTTTACTTCC T TTAT TAACTETACATCGAAGT TACAA TAT TTCTEARS A CER
ACAGCCEATEAGRCGCCAT TARtagaaatcaatcagagacEETGAGRETIEARTT
A A A A T T AR A T RO AR TGC TCTTTATTATATARACACCTAR i—" CETTE
CEAGTTCRAGTCTRAD EELTr.r.«.r.«.r.C CaddaaggaaaaactccatgagotgarFIITACTIAR:
T AGTCARC AT A C R AT AT A TR R CCAGCACCRRAR R TEETEEOCTECAGTICTE
GLTGCTCACRCTEC TGO I aacaaaagaacactgtoogc TETETTATATACTCTITCAT
CECCCACRR RO C R AT AT T T A TEEEACCAGRR A TTCACRET CTIGATIORE
TTTTTACGTEACATC TR AT I T I AT T ATACACGTTTCTTCTCATTTCTICTIICETICI:

FoFacet e TAT AT e T T e LA I T eI T R AGATAAT G TCGRRGEACTCGOETACEITAR
4e ICTGICTCTGT TATAGATGETAATARAACTATTGTGAGRTTATATARATARACARARCECR
CTTARATAATCAGACCACT AT AR T T IGTCATAGATCTARRCTAGTTEEICCAATEITE

iRER]
6161 el
o

FoFaCa2

TTG-‘.TCAAT-\_ GTEATT"
TCTGRAGCCRATGE LA «.«.«.:.GCGTCCCGTG\.G“.LAGT-. GGE-H.'-"'C TEC0ER
22 CEEE B A T CACER G A TCA R T CACTEECAGRTEEAT TR
AT R T T T ACA T e TA T AR TTACATGAGTCTGRATTCTTTACTAC DA
A RGAR T EEEACEARRT T T AT I AR R AR A TEGRERAGRATCCEATTTTIES
TG AT A A e TACC T AT IT TAT R TOCCGCATGC TCCTETAGCCATT IR

Kl
]

AEERT
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Ext’)n 1 A TGETCTCTACAGRA TRA T AR T ARRAGACTACTCTCTGATCETIC C C—C—C TIGE
ACAACCATTACCACCC I ACARAATE TGO TECETTETE T OEEAATTTIT
‘LC“.C‘.AAAEATTGET: A AT I I AGRATCCCCTACGCCACATTEOCACART AR

T ATATTTC T O G GE A CTAT T AT TCACATTTARGEAR TGO TATITAGCTIATT

A TG T TEEC T ARG AR A A O T O AT TTATAGATGEACRAAATTCGATICAT AT

GAGGCGRATEATEACGEITCR "GC':-agttgaa.a.aa.t-a.aa.aaqu-
GG TG T AR A e TR T eI I T T AAC T TTGAGC TTTCATTATCCATEETT L
AGTCATacggadagagaaacagsttotAGEAATGICARTC GTEGCCTPLT;.—.
A A T TR TER AT A T AR T O AA T TAC CATCACCEARRR TEETTECCEATITGIETET
CTCTATETGECTATCRS Taggtgtgbttggattttotgatstogggatoga
ST GG AR TCRC T T T EEAT TG G GRAGCETTEGRTTIGEAT I CRAGE

FolEx2

Re1Exi

A CACGCTCATCETTTTGEOEETEATCC CTCTCGCGT%
[= (-1 o - = - ECTERES CEER S
EE TTGT“K‘:‘C CEER
T TR T TCACAGEA T e AT T T CARCAGTTAGTCCTRARATGATUCATATCTGECDEA
[TEAGCTGTRRARRRRTCEETECR ATCRCCCARRCA TGO GCATATGERACCGCAGICATOC
P T T O AR T T A AR TET T TG ACGATATGACTET T CAATAATEETTACARARRALC
CCGC TR AT Rt AR A T T A AR C GO GEATACGRITTIGCTICCECARGCGCATGR
e A AT I T AT TA AR ETEA T TTE R AR AT T E TIEE I CEARAATC OGO TAGE
TG T T AT AR A A A A GG T TEEAC R A ACTAT CRCACATAT O CATTAGTGET
BT T TG IO TR AT TR O CTAC GATC AR TTCGGGARTCAGRACACTT D EEATCATTE
A T T ARG R A ARG A A A A T T AGARA TGO TTTGRATTCETTTC G TAAGTICAT
TCTCARTTECCRATATER CIGEAATECCTATCARGGCTRCTIGAGARATIT
ATTECCTEECEECEAGATEAT A CAGAGGACATCAACTATAGRARTTITCTACER
IR TR GEEEA T T RO Rt ATGTCCGTACARTTTATACGCARRRAD Ch
PCTCCCACGATRACATTATEETE AATATATCGAATTTTGRARCCGRATTCARCTED
PCCCTATETEEATGCGEAT CACGEIGTGATGTGCCGTTCTTIC TTE:.—.:‘:“'
[TTCTATTETEEEERRAGET AC T CAC CACTETACGAGEC AT TEEAGCCEGRACARRRR
TTCTCETTC AT eI AT T OGO CTATTATGETTCAATCTTRACZCAETTACR
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Figura 53. Disefio de oligonucleotidos para detectar los exones en el DNA genémico.

Los oligonucledétidos que se disefiaron fueron dos pares del oligonucle6tido

antisentido para detectar el exén 1 y dos pares del oligonucleétido sentido para

detectar el exén 2 (Tabla 19).
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Tabla 19. Oligonucledtidos disefiados para detectar los exones de la carboxilesterasa
BN1106_s80B000525g.

1 RelEx1 CTCTCCTCCGACCATCAAATTC
Re2Ex1 TCCAGACCACTGGATGAAAGTAG

2 FolEx2 TCCCGTTCGCTATTCAGTCATG
Fo2Ex2 TTTGGTTGGCGGATGGATCC

Ademas se utilizaron dos pares de los oligonucleotidos anteriores para usarlos

como oligos sentido y antisentido de los exones (Tabla 20).

Tabla 20. Oligonucledtidos que se utilizaron para la deteccion de exones. Los oligosnucle6tidos

FoFaCel y FoFaCe2 serviran como oligonuclettido 5 para el exon 1. Los oligonucleotidos

ReFaCe1 y ReFaCe2 seran los oligonucleétidos 3’ para el exén 2.

Clave del
Oligo

1 FoFaCel CGGGTCCAAGCAAGGATGAG
ReFaCel AAGCGATCTCACGTGTTCCA

2 FoFaCe2 GTCCAAGCAAGGATGAGGAG
ReFaCe2 AGGTCGCTTCAAGTGATGGC

Se hicieron las mezclas de los oligonucleétidos para llevar a cabo la identificacién
de los exones por PCR. Las mezclas se describen en la Tabla 21.
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Tabla 21. Claves de los oligonucleétidos utilizados en PCR punto final para detectar los exones en

el DNA gendémico de F. hepatica. Los primero cuatro pares corresponden al exéon 1, mientras que

los ultimos cuatro son para el exén 2.

m Oligo FW | Oligo RV

Rell
1 Rel2
1 Re21
1 Re22
2 Foll
2 Fol2
2 Fo21
2 Fo22

FoFaCel
FoFaCe2
FoFaCel
FoFaCe2
FolEx2
FolEx2
Fo2Ex2

Fo2Ex2

7.11 Detecciobn de los exones de

BN1106_s80B000525g

la

RelEx1
RelEx1
Re2Ex1
Re2Ex1
ReFaCel
ReFaCe2
ReFaCel

ReFaCe2

carboxilesterasa por

PCR

Una vez finalizados los ciclos de PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 10%

y se corrieron las muestras durante 1:45 horas a 100 V. Después se visualizo el

gel en transiluminador y se obtuvo lo mostrado en la Figura 54.
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123456 7 89 Carril 1: DNA Genémico con oligos Re22
Carril 2: DNA Gendmico con oligos Re21
Carril 3: DNA Gendmico con oligos Rel2
Carril 4: DNA Gendmico con oligos Rell
Carril 5: DNA Gendmico con oligos Fo22
Carril 6: DNA Gendmico con oligos Fo21
Carril 7: DNA Gendmico con oligos Fol2
Carril 8: DNA Gendmico con oligos Foll

Carril 10: Marcador de 1 kb DNA ladder
Sigma

Figura 54. Electroforesis de las muestras de DNA gendmico de F. hepatica. Gel de agarosa al 10%
donde se observan los productos de PCR hechos a partir de las muestras DNA gendémico de F.

hepatica que amplificaron los exones de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g.

7.12 Deteccién del exdn 1 de la carboxilesterasa BN1106_s80B000525g en F.

hepatica provenientes de distintos hospederos

Los primers del exdn 1 se compartieron con colaboradores de Argentina
(Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires con sede en
Tandil), quienes pudieron detectarlo en diferentes hospederos (Figura 54).
Ademas, enviaron algunos de sus amplicones para ser secuenciados Yy

analizados.
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> 1000 pb

—— 500 pb

1 burro
2 bufalo
3 ovino
4 bovino

Figura 55. Electroforesis de las muestras de DNA gendémico de F. hepatica extraidas de diferentes
hospederos. EIl exon 1 fue localizado en los cuatro hospederos burro (carrill), bufalo (carril 2),

ovino (carril 3) y bovino (carril 4).

Las secuencias obtenidas indicaron que la mitad de los parasitos aislados
de diferentes hospederos presentan una sustitucién funcional en el aminoacido
215 de K a E, lo cual implica un cambio de un aminoacido &cido a uno basico
(Figura 56).

CE DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPT
Burro7 DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
Burro9 DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQOSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPT
BurrolO DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
Burrol2 DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
Burrol4d DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
Burrolb DDGSECAQLKNKKGELVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
Burrol3 DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWESSSHTEEKQFRGMP I
Burrol7con DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
Burrol9 DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWESSSHTEEKQFRGMP I
Burro8 DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI
PIS92016.1 DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWESSSHTEEKQFRGMP I
Ovino DDGSECAQLKNKKGKLVPVGKPQSCLTLSFHYPWFSSSHTEEKQFRGMPTI

KAKKAAIAAA KA RAA K e kA A XA XA AR A A A AR A A I A A A AR AA XA XA AR AKX KAk

Figura 56. Alineamiento de las secuencias de los aminoacidos del exén 1 de muestras de DNA

gendmico de F. hepatica provenientes de diferentes hospederos.
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El programa COACH de prediccion de sitios activos en
zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COACH/, localiza la substitucion E-K en el sitio

activo de la enzima (Figura 57) y predice que tiene la capacidad de hidrolizar

esteres de diversos ligandos.

Figura 57. Cambio del aminoacido E-K en el sitio activo de la carboxilesterasa
BN1106_s80B000525.
Ademas, se revisO el historial de tratamiento antihelmintico de estos

animales, para correlacionar la substitucion con el fenotipo de la resistencia. Se
encontré que el burro 21 (Figura 58) es el primer caso confirmado de burros con

Fasciolas resistentes.

>Burro2l1CEcompleto
MGLKEGASRATVGQSADEPPGPSKDEENEMPLADGSDDPNVLHVRNYMSL
NSLLPSPEEWDEICHRQKMERIRFLVGVSITYLVLWVAHAPVAIWKTWSL
ONNAELKRLLSDRPGLGQPLPPNCIVTKCAALCPEPSDTKDWYTLEFRIPY
ATLPQQSSYFAAATYPFTFKECYLAYWHGVAKEKRRFIDGQIRFIGREAN
DDGSECAQLKNKKGKLVPANKPOSCLTLSFHYPWESSSHTEEKQFRGMPI
VAYIGGSYLMNHRPQLPSPKMVADLRVLYVAISYRLGVFGEFSDFGIDGAG
PNHGVSDVREALIWIQEHAHRFGGDPSRVMLYGENSGATIAAALLSSSGL
ENLMVGGESRSLFSHVWLADGSVVIPDVPDSQDAFQQLVLNDPYLADECK
KWVQKSAKHAHMDRSHPLARMYECLHDMTVQOWLOKTPLAWQDSRTADTTL
LPQAHEMRTSLIKRDLENSLVENPLGMLHPKATGWTHSIRDMPLVVEFSSM
NYAYDQFGNONSSDHWNLEETEQKLRNALNSFRKPTSQLPYADAMWNAYQ
GYLRNLIAWRRDDQAPEEINYRNFYDVIRGDLRGACPYNLYAKHLQLGRY
IMVNPIYRILNRIQVQPYVDADGARCDVPFFLIDEHFYCGEGTRPLYEAL
EPEQKEVLVRAFVQFAYYGSILGAREMQYPLSSDMPSLEATYNILTEMG
LTTAGTREIAFLKACOMWISEEGLFEHVMKYAQMN

Figura 58. Secuencia de la carboxilesterasa en el burro 21. Es el primer caso confirmado de burros
con F. hepatica resistente a los antihelminticos , en color rojo se puede observar el aminoacido K

que es el fenotipo resistente.
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Una vez obtenida esta informacion, y con los resultados de la

secuenciacion de los amplicones del exdn 1 del grupo de animales analizados, se
pudo hacer una correlacion para saber cuales son susceptibles y/o resistentes
(Tabla 22).

Tabla 22. Relacién de burros analizados para determinar la resistencia. Se tomo la secuencia en
donde se encuentra la mutacidon para determinar cuales eran las resistentes y cuales las

susceptibles.

Animal Secuencia Nucleétidos Cambio | Nimero | Aminoacidos | Cambio de Resistente o
de de base aminoacido | Susceptible
base
Burro 7 17852.F007 | AAGGGTGAATTGGTT GAA 555 KGELV E Susceptible
Burro8 | 17853.F008 | AAGGGTAAATTGGTT AAA 555 KGKLV K Resistente
Burro 10 | 17854.F010 | AAGGGTRAATTGGTT RAA 555 KGXLV X Resis/Suscep
Burro 12 | 17856.F012 | AAGGGTRAATTGGTT RAA 554 KGXLV X Resis/Suscep
Burro 13 | 17857.F013 | AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente
Burro 14 | 17858.F014 | AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente
Burro 15 | 17859.F015 | AAGGGTGAATTGGTT GAA 555 KGELV E Susceptible
Burro 19 | 17862.F019 | AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente
Burro 21 | 17863.F021 | AAGGGTAAATTGGTT AAA 556 KGKLV K Resistente
Ovino 17864.F002 | AAGGGTAAATTGGTT AAA 554 KGKLV K Resistente

Estos resultados,

al compararlos con la carboxilesterasa detectada en nuestro

analisis, coinciden ya que el parasito que se utilizd para este estudio presenta
susceptibilidad a los antihelminticos y ademas tiene el aminoécido E (contrario al
resistente que presenta el aminoacido K).

7.13 Deteccion del exdn 1 mediante gPCR
Debido a que la carboxilesterasa detectada tiene un intron de un tamafio
considerable, se procedio a detectar unicamente el exon 1 de la misma.

Se utiliz6 el par de oligonucleotidos mostrados a continuacion:
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Intensidad de la fluorescencia

Tabla 23. Oligonucleotidos utilizados en el ensayo de PCR tiempo real.

FoFaCel CGGGTCCAAGCAAGGATGAG
RelEx1 CTCTCCTCCGACCATCAAATTC

Se utilizaron muestras de cDNA y DNA genomico de F. hepatica con una

concentracion de aproximadamente 100 ng/ ul , ademas de un control negativo.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 59, en donde se puede
observar que las muestras con cDNA y gDNA (lineas de color azul y color verde,
respectivamente) empezaron a amplificar a partir del ciclo 20, pero también se
pudo observar que el control negativo (linea de color rojo) empezé su fase
exponencial a partir del ciclo 28.

Numero de ciclos

Figura 59. Resultados del primer ensayo de PCR tiempo real utilizando muestras de cDNA y gDNA
de F. hepatica.La linea de color azul representa la muestra de cDNA de F. hepatica, la linea de

color verde la muestra con gDNA y la linea de color rojo el control negativo (muestra con agua).
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Para descartar la presencia de DNA en la muestra con el control negativo, una vez
finalizada la reaccion de PCR, se corrié un gel de agarosa para visualizar los
resultados de la amplificacion. El resultado obtenido y representado en la Figura
60 nos muestra que para las muestras con cDNA y gDNA si se obtuvo el amplicon
esperado, mientras que en el control negativo no se pudo observar dicho
amplicon, lo que nos podria estar indicando la formacion de dimeros los cuales
pueden ser detectados con el SYBR GREEN.

Carril 1: Marcador GeneRuler 100 pb DNA ladder
Carril 2: cDNA

Carril 3: gDNA

Carril 4: Control negativo

Carril 5: Marcador de 1kb DNA ladder Sigma

Figura 60. Electroforesis de las muestras de cDNA y DNA genémico de F.

hepatica.

Se realizdé un segundo ensayo, esta vez colocando cada muestra por triplicado, y
conservando la programacion del termociclador. En este ensayo se pudo observar
de nueva cuenta el control negativo pero en esta ocasion la fase exponencial

empezd después del ciclo 30.
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Intensidad de la fluorescencia

Numero de ciclos

Figura 61. Resultados del segundo ensayo de PCR tiempo real utilizando muestras de cDNA y
gDNA de F. hepatica.Las lineas de color rojo representan la muestras de cDNA de F. hepatica, la
lineas de color verde las muestras con gDNA vy las lineas de color negro el control negativo

(muestras con agua).

Se realiz6 un ultimo ensayo conservando todas las condiciones experimentales.
En este ensayo se pudo observar de nueva cuenta el control negativo y al igual

gue el ensayo anterior la fase exponencial empez6 después del ciclo 30.
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Intensidad de la fluorescencia

Numero de ciclos

Figura 62. Resultados del tercer ensayo de PCR tiempo real utilizando muestras de cDNA y gDNA
de F. hepatica.Las lineas de color azul representan la muestras de cDNA de F. hepatica, la lineas
de color rosa las muestras con gDNA vy las lineas de color negro el control negativo (muestras con

agua).
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8. Discusion
Las enzimas metabolizantes de xenobi6ticos son la primera linea de defensa de
cualquier organismo expuesto a un ambiente téxico, es por esto que todo esfuerzo
encaminado al estudio del fenomeno de resistencia a los antihelminticos en los
diferentes trematodos parasitos, debe de iniciar por entender cOmo se expresan
diferencialmente las EMXs en parasitos sometidos a diferentes tratamientos. En el
presente trabajo nos hemos concentrado en identificar, mediante un andlisis
transcriptomico comparativo, al grupo de EMXs que incluye las carboxilesterasas
qgue pudiesen estar involucradas de manera directa y/o indirecta en la degradacion
de los antihelminticos y/o en la reparacién del dafio ocasionado por los diferentes
quimicos a nivel celular y molecular, representando un aspecto poco comprendido
de los helmintos. Lo anterior, a pesar de que el fendmeno de la resistencia implica
altos costos operativos y pérdida del control sobre la incidencia de la enfermedad
en animales y humanos, por lo que nuestro andlisis pretende llenar el vacio que
hay actualmente. Existen pocos reportes en la literatura cientifica sobre el posible
papel de esterasas en la resistencia de F. hepatica a productos antihelminticos,
atribuyendo a este grupo de EMXs parte del efecto neutralizador a la degradacién
hidrolitica que estas enzimas ejercen sobre la estructura quimica de los diferentes

productos antiparasitarios (Gimenes-Pardo et al 2004., Echevarria et al 1999).

Nuestro estudio sugiere que existen diferencias en los niveles de expresion
de al menos cuatro mRNA de carboxilesterasas presentes en el transcriptoma de
F. hepatica sometidas a tratamiento antihelmintico, estas diferencias incluidas en
el reporte del transcriptoma, se pueden interpretar como una respuesta del
sistema EMXs de los parasitos para neutralizar el efecto toxico de los
antiparasitarios. La induccion de las carboxilesterasas en F. hepatica sometidas a
TCBZ ha sido previamente demostrada experimentalmente por nuestro grupo de
investigacion y el presente analisis lo confirma (Scarcella et al 2012). Para nuestro
analisis seleccionamos solo aquellas carboxilesterasas que mostraran cierta
identidad con aquellas previamente reportadas en los bancos de secuencias de

genes y, que adicionalmente mostraran su participacion en el sistema EMXs, por
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lo que dos carboxilesterasas que se identificaron como colinesterasas fueron
descartadas para andlisis porteriores (Tabla 15). De entre estas carboxilesterasas
una se identific6 como BN1106_s80B000028g, la cual tiene un marco de lectura
abierto de 424 aminoéacidos y al realizar el analisis de dominios se observé que
carece de dominios transmembranales (Figura 42), lo que sugiere que circula
libremente en los tejidos y/o el interior de las células. Ademas presenta los
dominios de alfa-beta hidrolasa y los que la identifican como una esterasa B. Sin
embargo, mostré6 homologia con una esterasa responsable de la ecdicis en el
trematodo parasito Opisthorchis viverrini, por lo que asumimos que su funcién en
F. hepatica debe de ser la misma y no puede ser tomada en cuenta para el
analisis de susceptibilidad a los antihelminticos.

La segunda esterasa identificada como BN1106 s80B000525g exhibe un
marco de lectura abierto de 735 aminoacidos y al realizar la prediccion de
dominios nos indicé que es una proteina con funcién de hidrolasa, cuya estructura
es homdloga a la carboxilesterasa tipo B. Posee 73 aminoacidos localizados en el
citoplasma y esta anclada a la membrana mediante un péptido transmembranal de
21 aminoécidos, el resto de la proteina es extracelular (Figura 45). Ademas, el

andlisis bioinformético mediante InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) sugiere

que su funcién es de hidrolizar ésteres en compuestos xenobibticos, como un
componente integral de la membrana (Figura 44). EI mismo algoritmo nos sugiere
gue la masa molecular teédrica de la esterasa BN1106 _s80B000525g es de 83.57
kDa, la cual se aproxima a la masa molecular de 85 kDa de la enzima dominante
que se observa en los zimogramas de los extractos de parasitos que se trabajan
rutinariamente en nuestro laboratorio. No obstante, acorde a nuestros
zimogramas, la esterasa de 85 kDa muestra mdltiples isozimas con la misma
masa pero diferente Rf cuando las enzimas se someten a PAGE nativo en
diferentes etapas de desarrollo del parasito (Figura 20). Nosotros hipotetizamos
gue los resultados obtenidos de la prediccién bioinforméatica respecto a la esterasa
de 83-85 kDa representan la misma enzima y las diferentes isozimas se explican
por el proceso de sintesis. En este proceso, el complejo ribosoma-mRNA se ubica

alrededor del reticulo endoplasmico, de manera que la proteina madura va
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pasando por las multiples membranas del reticulo endoplasmico y adquiere
modificaciones por glicosilacion en el proceso, si esta glicosilacion es diferente en
cada drgano del parasito, el resultado serd una isozima diferente para cada
organo y el extracto de adulto muestra un mayor nimero de isozimas porque tiene
mas organos que el juvenil y esa es la razon por la que los adultos del parasito
presentan una mayor cantidad de isozimas (Figura 20). Durante el procesamiento
de las imagenes de zimogramas, encontramos que el analisis densitométrico de
las diferentes isozimas separadas por PAGE nativo, muestra que las dos fases de
desarrollo analizadas pueden distinguir no solo el nimero de isozimas presentes,
sino también los niveles cataliticos de cada isozima medidos por densidad Optica,
dandonos un pardmetro cuantitativo del que carecen los zimogramas solos, esto
es util en el disefio de posteriores ensayos bioguimicos de identificacion de
resistencia en el parasito que podrian ser explorados en estudios futuros (Figura
22). Al determinar el punto isoélectrico de la esterasa BN1106_s80B000525g, se
encontro que las diferentes isozimas se encontraban entre un rango de pH de 4.6
a 6.2, lo cual también se explica por las modificaciones post-traduccionales que
pudiera tener en los diferentes 6érganos del parasito, aun asi los valores
experimentales son aproximadamente consistentes con el célculo del punto
isoélectrico  te6rico que fue de 5.79, pero no tomando en cuenta que las
glicosilaciones, fosforilaciones y acetilaciones post-traduccionales alteran este

valor (Figura 23).

El objetivo de este estudio es proponer procedimientos que constituyan un
ensayo de diagnostico de resistencia antihelmintica en F. hepatica. Para lograr
este objetivo, se disefiaron diferentes juegos de oligonucleétidos que pudiesen
funcionar para amplificar la secuencia de la esterasa BN1106_s80B000525g por
medio de la técnica de fpPCR, RT-PCR y gPCR en muestras de acidos nucléicos
provenientes de parasitos aislados en campo, el RNA fue convertido a cDNA
mediante reaccion por retrotranscriptasa y junto con el gDNA se usaron como
punto de partida en un procedimiento de amplificacion. Los resultados muestran

que, Unicamente es posible detectar aquellos transcritos de la carboxilesterasa
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BN1106_s80B000525g a partir de cDNA de extractos de F. hepatica adulta pero
no en las muestras de gDNA. Por tal motivo se realizo el andlisis de exones e
intrones de la esterasa BN1106_s80B000525g, este analisis nos sirvid para saber
que la esterasa estaba conformada por dos exones (1282 pb y 1864 pb) y en
medio de estos se encontraba un intron, de aproximadamente 19000 a 20000 pb,
que estaba interfiendo en la detecccion en las muestras de DNA gendmico
mediante fpPCR(Figura 49 y Figura 51). A su vez, este analisis mostré que la
esterasa BN1106_s80B000525g se encontraba completa en proyectos de
ensamble del genoma de F. hepatica de Inglaterra (1.D.CDMT01004086.1, I.D.
OMOY01058219.1) lo que sirvié para redisefiar los oligonucleétidos y poder usar
el gDNA en nuestros procedimientos de PCR(Figura 53).Una vez rediseiiados lo
oligonucledtiodos , ambos exones de la la esterasa BN1106 _s80B000525g fueron
detectados por medio de fpPCR en las muestras de DNA gendémico de F. hepatica
(Figura 53).

Debido a que es necesario aplicar nuestro ensayo de PCR a muestras de
pardsitos provenientes del campo en zonas endémicas con fuertes problemas de
resistencia al TCBZ, los oligonucledtidos utilizados para la deteccion del exén 1
(1282 pb) fueron proporcionados a los colaboradores de Argentina, para el andlisis
de gDNA en parasitos provenientes de diferentes hospederos y ellos a su vez nos
enviaron sus amplicones para realizar la secuenciacién y el analisis de los
resultados (Figura 55), encontramos que la mitad de las muestras
consistentemente mostré alelos en el nucledtico 645 al cambiar de A a G, e
incluso algunas muestras mostraron heterocigosis con picos de ambos nucleétidos
de las mismas dimensiones en el cromatograma de las secuencias en la posicién
645. Al buscar los marcos de lectura abiertos y el alineamiento de las secuencias
enviadas desde Argentina, se observo que los alelos del nucleétido 645 codifica el
codéon 215 y este cambio de A a G origina una substitucion funcional en el
aminoacido 215 cambiando de K a E, esta es una substituciéon funcional
significativa ya que cambia de acido a basico (Figura 56). El programa

COACH3DCE predice que esta substitucion se encuentra en el sitio activo de la

106



enzima, por lo que consideramos que este hallazgo debe seguirse evaluando
como potencial marcador de resistencia al TCBZ en F. hepatica (Figura 57).

También se pudo confirmar mediante los registros de tratamientos de
animales en Argentina, que la variacion del aminoacido K esta presente en los
parasitos resistentes, mientras que la E se encuentra en aquellos susceptibles a
las formulaciones antihelminticas. Un andlisis mas profundo de los resultados de
secuenciacion de los amplicones muestran que algunas muestras de parasitos
provenientes de campo tienen ambos alelos, lo que intrepretamos como
heterocigosis, lo que quiere decir que Fasciola hepatica es un organismo diploide
y tiene un par de cada cromosoma, esto quiere decir que al menos existen dos
copias de la CE525 y en los parasitos heterocog6ticos una copia es K215 y en otra
es E215. Esto es algo que podria ser relevante en la forma en que se hereda la
resistencia antihelmintica en F. hepatica. Estos datos también sugiereN que la
resistencia antihelmintica podria ser un fenébmeno de tres niveles de resistencia-
susceptibilidad, el cual implicaria que las fasciolas homocigéticas E215 son
susceptibles mientras que las heterocigéticas E215/K215 son moderadamente
resistentes y finalmente los parasitos homocigoticos K215 son altamente
resistentes. Esto es consistente con lo que se ha observado durante afios en el
campo, ya que los ganaderos han reportados la resistencia antihelmintica como
moderada o severa.

La metodologia de PCR-secuenciacion hasta aqui descrita, tiene una gran
ventaja sobre el sistema tradicional de diagnéstico de resistencia y debera ser
estudiada a profundidad sobre poblaciones de trematodos provenientes de campo.
Esta metodologia puede proporcionar resultados en dias en lugar de semanas,
solo requiere pequefias cantidades de muestras provenientes de cepas de
referencia y poblaciones de campo, que pueden ser congeladas por tiempo
indefinido para ser procesadas en el momento mas oportuno, razones por las
cuales abatiria los elevados costos del diagndstico que actualmente se hace. Por
todo lo anterior, creemos que podria ser una buena alternativa de procedimiento

para diagnosticar resistencia antihelmintica en muestras provenientes de campo.
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Finalmente se realizaron ensayos de qPCR para ver si era posible realizar la
deteccion del exdn 1. Se puso observar que el exén 1 fue detectado en los tres
esayos a partir del ciclo 20 aproximadamente; pero se observa que los controles
negativos amplifican a partir del ciclo 30. Al correr un gel de agarosa para verificar
la amplificacion del control negativo, no fue posible visualizar un amplicon del
tamafo esperado y solo se formaron dimeros entre los oligonucleotidos y que al
utilizar SYBR GREEN llegar a ser detectados ya que este reactivo reconoce
cuanquier union de DNA de doble cadena aunque no sean especificos, esto es
facilmente superable modificando las condiciones de mayor astringencia del PCR
y cortando la obtencion de datos a menos de 30 ciclos. También es posible hacer
un nuevo disefio de oligonucleotidos para detectar un fragmento del exén 1, con
un analisis mas detallado de los oligonucleotidos excluyendo homodimeros y
heterodimeros mediante condiciones de PCR mas astringentes, para poder tener
una mejor optimizacion de la técnica. Este nuevo procedimiento implicaria hacer
un oligonucledtido iniciador de PCR que reconozca los nucleétidos adyacentes al

A/G 645 de manera que reconozca que tipo de alelo tiene la muestra analizada.
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9. Conclusiones
En el analisis del transcriptoma de cuatro tratamientos distintos de Fasciola
hepatica se identificaron 30,105 genes, de los cuales 28,669 son genes conocidos
y 1,237 genes son nuevos o0 con una funcion desconocida. Al enfocarnos
Gnicamente en aquellos genes que tuvieran actividad de carboxilesterasa,
detectamos cuatro secuencias de genes con esta funcién enzimatica. De las
cuatro secuencias de genes de carboxilesterasas que fueron analizadas por
procedimientos bioinformaticos, so6lo una carboxilesterasa identificada como
CE525, demostro tener capacidad de metabolizar drogas como los antihelminticos
y pesticidas, acorde a la ontologia y ortologia empleada durante el procedimiento
bioinformético. La CE525 muestra un ORF de 735 aminoacidos y un dominio
citoplasmatico al que el algoritmo Interpro le asigné un No Kegg K01050 que
acorde al sitio KEGG interacciona con otras EMXs, particularmente P450 que ha
sido reportada como una proteina involucrada en la resistencia
antihelmintica.También se encontré una hélice transmembranal, lo que implica que
muy probablemente esta anclada a las membranas celulares,asi como un dominio
extracelular que contiene la funcion enzimatica. Este dominio con actividad
enzimatica tiene un Kegg K03927 que le asigna una funcién metabolizante de
drogas y pesticidas semejantes a carboxilesterasas previamente reportadas como

involucradas en la resistencia a pesticidas en moscas.

Los datos tedricos de CE525 coinciden en punto isoelectrico y en masa con las
bandas con actividad enzimética detectadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida desnaturalizantes, nativos y de isoelectroenfoque que nos permiten
identificar el producto de expresion de CE525 mediante procedimientos de
zimogramas que pueden ser analisis protedmicos complementarios en el
diagnostico de resistencia  antihelmintica mediante procedimiento

transcriptdmicos/genémicos.

El andlisis de CE525 en parasitos obtenidos de diferentes hospederos, mediante

PCR punto final y secuenciacion de amplicones, demostro que existen alelos en el
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nucleotico 645 que cambia de A a G. este alelos modifica el codén 215 en el
marco abierto de lectura lo que origina una substitucién funcional en donde se
cambia el aminoacido Lisina al Acido Glutamico, esta substitucion es altamente
significativa ya que se encuentra en el sitio activo de la carboxilesterasa y el
algoritmo COACH predice una modificacion conformacional del sitio activo.
También se confirm6 que aquellos paréasitos que tenian el aminoacido Lisina en

posicion 215 de la CE525 son los que presentan resistencia a los antihelminticos.

Nuestros analisis sugieren que CE525 podra ser utilizada para la deteccion de la
resistencia de F. hepatica a los antihelminticos mediante diagnéstico molecular
basado en RT-PCR o qPCR complementados con secuenciacion y zimogramas,
estos analisis permiten asociar un polimorfismo de un solo nucleétido en la
posicion 645 que origina una substitucion funcional en el aminoacido 215 de E a K,
este analisis que involucra PCR y secuenciacion permite identificar aquellos
parasitos con K215 y de esta menera confirmar la presencia de resistencia al
TCBZ en fasciola hepatica. Nuestro procedimiento también permite identificar la
prescencia de heterocigosis/homocigosis en el alelo A/G 645 de la CE525 lo que
nos permitira deducir el nivel de resistencia al TCBZ en una muestra en particular
proveniente de una region especifica lo que no mermitira indicar el nivel de

resistenca al TCBZ en esa region.

110



10.Bibliografia

Alatoom A, Cavuoti D, Southern P, Gander R. Fasciola hepatica Infection in
the United States. LabMedicine, 39, 425-428. 2008.

Alcaino, H.A., N.F. Baker, and R.A. Fisk, Enzyme polymorphism in Fasciola
hepatica L.: esterases. Am J Vet Res, 1976 37(10): p. 1153-7.

Alvarez, L.1., et al., Altered drug influx/efflux and enhanced metabolic activity
in triclabendazole-resistant liver flukes. Parasitology, 2005. 131: p. 501-10.
Angulo F, Molero M, Escalona F, Mufioz J, y Ramirez R. 2007. Prevalencia
y dinamica de hpg mensual de fasciola hepatica y otros helmintos en un
rebafio bovino de una zona inundable tropical. Revista Cientifica,
Maracaibo.v 17 n. 2. Venezuela.

Bencharit S, Morton CL, Xue Y, Potter PM, Redinbo MR. Structural basis of
heroin and cocaine metabolism by a promiscuous human drug-processing
enzyme. Nat. Struct. Biol. 2003a;10:349-56.

Bencharit S, Morton CL, Hyatt JL, Kuhn P, Danks MK, Potter PM, Redinbo
MR. Crystal structure of human carboxylesterase 1 complexed with the
Alzheimer's drug tacrine. From binding promiscuity to selective inhibition.
Chem. Biol. 2003b;10:341-9

Boray, J.C. Experimental fascioliasis in Australia. Advances in Parasitology,
7:95-209, 1969.

Boray JC. 1997. Chemotherapy of infections with Fasciolidae. In: Boray JC
(ed). Immunology, pathobiology and control of Fasciolosis. New Jersey,
USA: MSD AGVET. p 83-97.

Boray JC, Crowfoot PD, Strong MB, Allison JR, Schellenbaum M, Von Orelli
M, Craigand Huey R. 1983. Treatment of immature and mature Fasciola
hepatica infections in sheep with triclabendazole. Vet Rec 113: 315-317.
Bowman, D.D., Georgis' Parasitology for veterinarians. 6 th ed. 1995,
Philadelphia: W. B. Saunders Company.Bradford M. A rapid sensitive
method for the quantification of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein dye binding. Anal Biochem1976; 72:248

111



Brennan, G.P., et al., Understanding triclabendazole resistance. Exp Mol
Pathol, 2007. 82(2): p. 104-9.

Brunton, L. Laurence., Chabner, A. Bruce., Knollmann, C. Bjérn. Goodman
& Gilman Las bases farmacoldgicas de la terapéutica. 122 edicion. Mc Graw
Hill. 2012. México, D.F. PP 123-126.

Campos RR, Herrera DR, Quiroz RH, Olazaran JS. Resistencia de
Haemonchus contortus a bencimidazoles en ovinos de México. Tec Pec
Mex 1990; 28: 30-34.

Castell, JV: El metabolismo de farmacos, generacion de metabolitos
reactivos y su papel en el origen de las reacciones inmunoldgicas a
farmacos. Cap. 3 pp 95-123. Disponible en
http://www.uv.es/|castell/Metabolismo_de farmacos ( Consutada en mayo
2018)

Centers for Disease Control and Prevention, DPDx - Laboratory

Identification of Parasitic Diseases of Public Health Concern , Page last
reviewed: December 8, 2017.Recuperado de

https://www.cdc.gov/dpdx/fascioliasis/index.html

Chavez, VA, Sénchez RL, Arana, DC, Suéarez, AF. Resistencia a
antihelminticos y prevalencia de fasciolasis bovina en la ganaderia lechera
de Jauja, Peru. Revista de Investigaciones Veterinarias del Perd. Volumen
23 No. 1. Lima 2012

Cossio-Bayugar R, Miranda-Miranda E, Portilla-Salgado D, Osorio-Miranda
J. 2009. Quantitative pcr detection of cholinesterase and carboxylesterase
expression levels in acaricide resistant Ripicephalus (boophilus) microplus.
Journal of Entomology, 6(2):117-123.

Cossio-Bayugar R, Miranda-Miranda E, Ortiz-Najera A, Neri-Orantes S,
Olvera F. 2008. cytochrome p-450 monooxigenase gene expression
supports a multifactorial origin for acaricide resistance in Ripicephalus
microplus. Research journal of parasitology. 3(2): 59-66

Cossio-Bayugar R, Miranda-Miranda E, Ortiz-Najera A, Neri-Orantes S.

2008. Boophilus microplus pyrethroid resistance associated to increased

112


http://www.uv.es/jcastell/Metabolismo_de_farmacos
https://www.cdc.gov/dpdx/fascioliasis/index.html

levels of monooxygenase enzymatic activity in field isolated mexican ticks.
Journal of Biological Sciences. 8(2): 404-409

Cruz-Lépez O, Pimentel AA, Tamariz- Cruz OJ, Mufioz- Lépez A, Cruz-
Lopez MC, Cruz- Lopez ME, Mufoz- Lopez S. Fasciolasis hepética
diagnosticada en fase de estado. México. 2006

Cruz, Reyes Alejandro. Camargo, Camargo Blanca. Glosario de términos
en Parasitologia y Ciencias Afines. Plaza y Valdes.2000. Pagina 303.
Cvilink, V., J. Lamka, and L. Skalova, Xenobiotic metabolizing enzymes and
metabolism of anthelminthics in helminths. Drug Metab Rev, 2009. 41(1): p.
8-26.

Devine, C., Brennan G.P., Lanusse C.E., Alverez L.l., Trudgett A.,
Fairweather |. Effect of the metabolic inhibitor, methimazole on the drug
susceptibility of a triclabendazole-resistant isolate of Fasciola hepatica.
Parasitology, 2009. 136(2): p. 183- 92.

Devine, C., Brennan G.P., Lanusse C.E., Alverez L.l., Trudgett A,
Fairweather 1. Inhibition of cytochrome P450-mediated metabolism
enhances ex vivo susceptibility of Fasciola hepatica to triclabendazole.
Parasitology, 2010. 137(5): p. 871- 80.

Devine, C., Brennan G.P., Lanusse C.E., Alverez L.l., Trudgett A.,
Fairweather I. Piperonyl butoxide enhances triclabendazole action against
triclabendazole- resistant Fasciola hepatica. Parasitology, 2011. 138(2): p.
224-36.

Diez, Bafios Pablo. Fasciola y fasciolosis: un problema antiguo con nuevas
soluciones impulsadas por la relacion pluridisciplinar de la parasitologia con
otras ciencias. NINO-Centro de Impresion Digital Rosalia de Castro, 58
Santiago de Compostela. 2011.

Echevarria FA, Gennari SM, Tait A. Isoenzyme analysis of Haemonchus
contortus resistant or susceptible to ivermectin. Vet Parasitol 1992; 44(1-
2):87-95.

Ecobichon DJ. Toxic effect of pesticides. En: Klaassen CD, editor. Casarett
& Doulls’s Toxicology. 5ta Ed. New York:McGraw-Hill; 1996. p. 643-689.

113



Field LM, Foster SP. Amplified esterase genes and their relationship with
other insecticide resistance mechanisms in English field populations of the
aphid, Myzus persicae (Sulzer). Pest Manag Sci 2002; 58(9):889-94.
Flores-Toro Arturo René. La Fasciolasis bovina.2005. Virbac AL Dia
Bovinos No. 6 Septiembre 2005.

Garcia FA, Vazquez PV, Lopez AME, Liébano HE, Mendoza DGP. In vitro
and in vivo diagnosis of antihelmintic resistance in Haemonchus contortus
infected sheep in México. En: Proceedings V International Seminar in
Animal Parasitology. Mérida Yucatan México. 2003: 194-199.

Gasque- Gomez Ramoén.Primera edicion. Enciclopedia Bovina. Universidad
Nacional Autébnoma de México, Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia. México, D.F. 2008. P. 153-156

Gimenez-Pardo C, Martinez-Grueiro MM, Gomez-Barrio A, Rodriguez-
Caabeiro F. Cholinesterase and phosphatase activities in adults and
infective-stage larvae of Levamisole-resistant and levamisole-susceptible
isolates of Haemonchus contortus. Vet Res Commun 2003; 27(8):61-623.
Gimenez-Pardo C, Martinez-Grueiro MM, Gomez-Barrio A, Rodriguez-
Caabeiro F. Ivermectin resistant and susceptible third-stage larvae of
Haemonchus contortus: cholinesterase and phosphatase activities. Mem
Inst Oswaldo Cruz 2004; 99(2):223-226.

Gregus, Z. and C.D. Klaassen, Mechanisms of toxicity, in Casarett and
doull's toxicology. The basic Science of Poisons, C.D. Klaasssen, Editor.
2006, McGraw Hill: New York.

Gusson, F., et al, Comparison of hydrolytic and conjugative
biotransformation pathways in horse, cattle, pig, broiler chick, rabbit and rat
liver subcellullar fractions. Vet Res Commun, 2006. 30(3): p. 271-83.

Haites, N., M. Don, and C.J. Masters, Heterogeneity and molecular weight
inter-relationships of the esterase isoenzymes of several invertebrate
species. Comp Biochem Physiol B, 1972. 42(2): p. 303-22

Halton, D.W., Histochemical studies of carboxylic esterase activity in
Fasciola hepatica. J Parasitol, 1967. 53(6): p. 1210-6.

114



Hodes ME, Retz JE. A positive zymogram for distinguishing among Rnase
and phosphodiesterases | and Il. Anal Biochem 1981; 110:150.

Hunter RL, Markert CL . Histochemical demostration of enzymes separated
by zone electrophoresis in starch gels.Science 1957;125: 1294.

Karunaratne SH, Hemingway J. Malathion resistance and prevalence of the
malathion carboxylesterase mechanism in populations of mosquito vectors
of disease in Sri Lanka. Bull World Health Organ 2001; 79:1060-1064.
Kawalek JC, Rew RS, HeavnerJ. Glutathione S-transferase, a possible
drug-metabolizing enzyme, in Haemonchus contortus—comparative activity
of a cambendazole-resistant and a susceptible strain. Int J Parasitol 1984;
14:173-175.

Kerboeuf D, Aycardi J. Unexpected increased thiabendazole tolerance in
Haemonchus contortus resistant to anthelmintics by modulation of
glutathione activity. Parasitol Res 1999; 85:713-718.

Laing S.T., Ivens A., Laing R., Ravikumar R. S., Butler V., Woods D.J. and
John S. Gilleard J.S. 2010. Characterization of the xenobiotic response of
Caenorhabditis elegans to the anthelmintic drug albendazole and the
identification of novel drug glucoside metabolites. Biochem. J. 432, 505—
514

Lindblom T. H. and Dodd A. K. 2006. Xenobiotic Detoxification in the
Nematode Caenorhabditis elegans. J Exp Zool A Comp Exp Biol. 305(9):
720-730.

Manchenko GP. Handbook of detection of enzymes on electrophoretic gels.
Boca Raton Florida: CRC Press; 1994: 1-2.4. Campos RR, Herrera DR,
Quiroz RH, Olazardn JS. Resistencia de Haemonchus contortus a
bencimidazoles en ovinos de México. Tec Pec Mex 1990; 28: 30-34.

Market CL, Moller F. Multiple form of enzymes: tissue ontogenetic,and
species specific patterns. Proc Natl Acad Sci USA 1959; 45: 753

Méarquez, Dildo; Jiménez, Gabriel, Garcia, Fredy, Garzon, Clara.
Resistencia a los antihelminticos en nematodos gastrointestinales de

bovinos en municipios de Cundinamarca y Boyaca Corpoica. Ciencia y

115



Tecnologia Agorpecuaria. Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria Cundinamarca, Colombia. Vol. 9, nim. 1, enero-junio, 2008,
pp. 113-123

Martinez, Rodriguez Ricardo. Gragera, Martinez Raquel R. Plumet, Ortega
Joaquin. Martinez, Murillo Ricardo. Capilla, San Martin Javier.Fundamentos
tedricos y practicos de la Histoquimica. Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas. Madrid. 2008. Paginas 579-582.
Martinez-Sanchez R., Domenech- Cafiete ., Millan-Marcelo J.C., Pino-
Santos A. Fascioliasis, revision clinico — epidemiolégica y diagnadstico.
Revista Cubana de Higiene y Epidemiologia Vol. 50 No. 1. Ciudad de la
Habana, Cuba. Enero- Abril 2012. P. 1-4

Mendoza- Panam& RA, Hernandez- Cruz JJ. Prevalencia de Fasciola
hepatica en el municipio de Ignacio de la Llave Veracruz; por los métodos
de Intradermorreaccion 'y  coproparasitoscopico  (sedimentacion).
Universidad Veracruzana, Facultad de Medicina Veterinaria y zootecnia.
México.1984

Miranda E, Cossio-Bayugar R, Téllez-Alanis MR, Garcia-Vazquez Z,
Rosario-Cruz R, Ortiz-Estrada M. An enzymatic marker for ixodicide
resistance detection in the cattle tick Boophilus microplus. Adv Agric Res
1995; 4(3): 001-008.

Miranda-Miranda E, Cossio-Bayugar R, Quezada-Delgado MDR, Olvera F,
Neri-Orantes S 2009. Age-induced carboxylesterase expression in
acaricide-resistant Rhipicephalus microplus. Research Journal of
Parasitology 4(3): 70-78

Miranda-Miranda E, Zamora-Ruiz A, Cossio-Bayugar R. 2009. molecular
cloning and expression of a Caenorhabditis elegans cathepsin b-like
protease. Biotechnology 8(2): 242-247.33.

Miranda-Miranda E, Cossio-Bayugar R; Liébano-Hernandez E. 2008.
Genotyping of athelmintic resistant Haemonchus contortus reveals new 13-
tubulin allelic variants. Journal of Animal and Veterinary Advances. Vol 7
(1): 27-31.

116



Miranda-Miranda E, Murillo-Sanchez MH, Cossio-Bayugar R. 2008.
expression of a Haemonchus contortus cysteine protease in the baculovirus
systemy,. Electronic Journal of Biotechnology. 10(4):49-55

Miranda-Miranda E Liébano-Hernandez E. Lépez-Arellano M.E.; Mendoza-
de-Gives P; Cossio- Bayugar R. Marcadores enzimaticos como indicadores
de resistencia a los antihelminticos en el nematodo parasito gastroentérico
de rumiantes Haemonchus contortus. 2006. Bioquimia 31(1). p. 6-12
Miranda M.E y Garcia-Vazquez Z. 1994. Aislamiento e identificacion in situ
de antigenos de Fasciola hepatica . Vet, Mex. 25(3): 267-281

Miranda M.E. y Garcia-Vazquez Z. 1995. Identificacion de antigenos de
diferentes fases de desarrollo de Fasiola hepatica. Tec. Pecu. Mex. 33(1):
8-15.

Montalvo XA, Vazquez PV, Lopez AME, Liébano HE. Presence of
antihelmintic resistance against gastro-intestinal nematodes in sheep farms
in Tlaxcala, Mexico. En: Proceedings V International Seminar in Animal
Parasitology. Mérida Yucatan México. 2003: 298-306.

Mottier, L., et al., Triclabendazole biotransformation and comparative
diffusion of the parent drug and its oxidized metabolites into Fasciola
hepatica. Xenobiotica, 2004. 34(11-12): p. 1043-57

Nyindo, Mramba and Lukambagire, Abdul-Hamid. Fascioliasis: An Ongoing
Zoonotic Trematode Infection. Hindawi Publishing Corporation BioMed
Research International Volume 2015, Article ID 786195, 8 pages.

Olaechea FV. 1994. Epidemiologia y control de Fasciola hepatica en la
Argentina. Nari, A; Fiel, C. Enfermedades parasitarias de importancia
econémica en bovinos. Bases epidemiolégicas para su prevencion y
control. Montevideo, Hemisferio Sur, Cap. 10: 213-232.

Olaechea FV. Fasciola hepatica en ovinos. Grupo Salud Animal- Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria. INTA Bariloche. 2007.

Parkinson, A., Biotransformation of xenobiotics, in Casarett & Doull's
Toxicologuy. The Basic Science of Poisons, C.D. Klassen, Editor. 1996,
McGraw Hill: New York. p. 113-196.

117



Pedroza G. Yaretzi J. y Miranda-Miranda E. 2014. Caracterizacion
bioquimica de carboxilesterasas relacionadas con la resistencia
antihelmintica del trenemétodo parasito Fasciola hepatica.

Peréz de la Rosa D, Pérez de la Rosa JJ, Cossio-Bayugar R, Miranda-
Miranda E, Lozano L, Bravo-Diaz MA, Rocha-Martinez MK, Sachman-Ruiz
B. 2015. Complete genome sequence of Paenibacillus larvae MEX14,
isolated from honey bee larvae from the Xochimilco quarter in Mexico City.
Genome Announc 3(4):e00968-15. doi:10.1128/ genomeA.00968-15.

Pintor- Torres Juan Bosco. Estimacion de pérdidas econdmicas, por
decomiso de higados de ganado bovino infectado con Fasciola hepatica y
sacrificados en el rastro municipal de Morelia, Michoacan. Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia. Enero 2006. P 1-5.

Quiroz, Romero Hector. Parasitologia y enfermedades parasitarias de
animales domésticos. 2005. Editorial LIMUSA, S.A. de C.V. Grupo Noriega
Editores. México, D.F. P. 220-230.

Reyes-L6pez LM. Determinacion de la presencia de Fasciola hepatica, en
rebafios de ovinos en la sierra de los cuchumatanes del departamento de
Huehuetenango por medio de la técnica de sedimentacion AMS lll.Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia CONCYT, Secretaria Nacional de Ciencia
y Tecnologia SENACYT, Fondo Nacional de Ciencia y tecnologia
FONACYT.Guatemala.2011.

Ricci G, Bello ML, Caccuri AM, Galiazzo F, Federici G. Detection of
glutathione transferase activity on polyacrylamide gels. Anal Biochem 1984;
143: 226.

Rodriguez, Arnaiz Rosario. Metabolismo de las toxinas ambientales.
Primera edicion electronica. Fondo de Cultura Econdmica.2015. México.
Romero, Caballero Raul. Microbiologia y parasitologia humana: bases
etiologicas de las enfermedades infecciosas y parasitarias. Tercera Edicién.
Editorial Médica Panamericana, 2007. México. P 1509- 1510

118



Sanchez-Sosa S, Rojas- Ortega S, Reed-San Roman G. Torres- Santana
MA. Fasciolasis hepatobiliar masiva. 2000

Scarcella S., Miranda-Miranda E., Solana M. V. and Solana H. Approach to
molecular characterization of different strains of Fasciola hepatica using
random amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction.

Parasitol Res. 2015 Apr;114(4):1341-5. doi: 10.1007/s00436-015-4310-9
Scarcella S, Miranda-Miranda E, Cossio-Bayugar R, Ceballos L, Fernandez
V, Solana H. Increase of carboxylesterase activity in Fasciola hepatica
recovered from triclabendazole treated sheep. Mol Biochem Parasitol. 2012.
185:151-153

Shehab, A.Y., et al., Detoxifying and anti-oxidant enzymes of Fasciola
gigantica worms under triclabendazole sulphoxide (TCBZ-SX): an in study. J
Egypt Soc Parasitol, 2009. 39(1): p. 73-83.

Smeal MG, Hall CA. 1983. The activity of triclabendazole against immature
and adult Fasciola hepatica infections in sheep. Austr Vet J 60: 329-331.
Solana, H.D., J.A. Rodriguez, and C.E. Lanusse, Comparative metabolism
of albendazole and albendazole sulphoxide by different helminth parasites.
Parasitol Res, 2001. 87(4): p. 275-80

Solana, Hugo. Fasciola hepatica resistente a triclabendazole Un creciente
problema mundial. Conferencia Electronica 2013 de la Red de
Helmintologia de FAO para América Latina y el Caribe “Importancia,
prevencion y control de las helmintiasis que afectan principalmente a
pequefios productores de ganado en Latinoamérica y el Caribe”

Solérzano Cermefio, LF.1,999. Prevalencia de Fasciola hepatica en bovinos
del municipio de Tactic, departamento de Alta Verapaz. Tesis Lic. Med. Vet.
Guatemala, GT, USAC/FMVZ. 53 p.

Sutherland, I.A., D.L. Lee, and D. Lewis, Colorimetric assay for the detection
of benzimidazole resistance in trichostrongyles. Res Vet Sci, 1989. 46(3): p.
363-6.

Tang, Ploog José Fernando. Ruiz, Herrera Jorge Fabian. Evaluacion de
Eficacia y Tolerancia de una Suspension oral de Triclabendazole al 15%

119



(Trivantel®15)*combinada con una Solucion Inyectable sobre la base de
Abamectina al 1% en vehiculo de larga acciéon (Abamexin L.A.) en el
Tratamiento de Parasitosis en Alpacas de la Sierra Central**

Ticona SD, Chavez VA, Casas VG, Chavera CA, Li EO. Prevalencia de
Fasciola hepatica en bovinos y ovinos de Vilcashuaman, Ayacucho. Revista
de Investigaciones Veterinarias del Perd. Volumen 21, No. 2 Lima. Julio-
Diciembre 2010.

Torgerson, P. (1999). Bovine fasciolosis - An update and refresher. BCVA,
7:177-187.

Torgerson, P.; Claxton, J. (1999). Epidemiology and Control. In: Fasciolosis.
Dalton, J.P. Editor. CAB International: 113-150.

Urquhart, G., J. Armour, J. Duncan, A. Dunn, y F. Jennings. 2001.
Parasitologia veterinaria. Editorial AcribiaS.A. Zaragoza Espafia.

Van Rossum AJ, Jefferies JR, Rijsewijk FA, LaCourse EJ, Teesdale-Spittle
P, Barrett J, et al. Binding of Hematin by a New Class of Glutathione
Transferase from the Blood-Feeding Parasitic Nematode Haemonchus
contortus. Infection and inmunity 2004; 72(5): 2780 2790.

Virkel, G., et al., Assessment of the main metabolism pathways for the
flukicidal compound triclabendazole in sheep. J Vet Pharmacol Ther, 2006.
29(3): p. 213-23.

WHO informal meeting on use of triclabendazole in Fasciolasis control.
WHO headquarters 2007.

120



11.Apéndices

11.1 Apéndice A: Protocolo Laemmli SDS- PAGE

A continuacién se describe el protocolo para elaboracion y corrida de geles de

proteinas de acuerdo a Laemmli usando Miniprotean® Il de BioRad.
Protocolo

1. Tomar dos espaciadores, un peine, un placa pequefia de vidrio y una
grande,

2. Limpiar las placas de vidrio con etanol.

3. Ensamblar el sandwich, tomar de los bordes inferiores de las placas de
vidrio y los espaciadores para que estén bien alineados. De lo contrario
todo se escapara cuando se vierta el gel.

4. Preparar una solucion 10% (p/v) de Amonio Persulfato (APS), dicha
solucién se debe preparar en el instante que se va a utilizar.

5. Preparar la mezcla del gel separador (al menos 10 ml por gel cuando se
utilizan espaciadores de 1.5 mm). En la tabla que se presenta a
continuacion se muestran las cantidades necesarias para realizar la mezcla

del gel separador con respecto al porcentaje del gel.

30% acrilamida Buffer | MilliQ
10% gel 3.3ml 2.5 ml 4.0 ml
12% gel 4.0 ml 2.5 ml 3.3ml
15% gel 5.0 ml 2.5 ml 2.3 ml
18% gel 6.0 ml 2.5 ml 1.3 ml

Tabla 1. Cantidades necesarias para preparar las mezclas de los geles

separadores, segun el porcentaje del gel.

6. Afadir 100 ul de SDS al 10%, 80 pl de APS al 10% y 10 pl de TEMED.
7. Verter el gel dejando 2 cm libres desde la parte superior de la placa de
vidrio inferior. Cuidadosamente agregar agua o isobutanol en la parte

superior para crear la superficie superior lisa.
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8. Cuando el gel de separacion ha polimerizado, preparar la mezcla del gel
superior (Acrilamida al 3.75 %):

2.4 ml MilliQ

1.0 ml Buffer I

0.5 ml de Acrilamida al
30%
40 pl de SDS al 10%

Tabla 2. Cantidades necesarias para preparar el gel superior

9. Verter el agua desde la parte superior del gel separador (gel inferior).

10.Anadir APS y TEMED a la mezcla del gel superior, verter en la parte
superior y colocar el peine. Tener precaucion de no introducir burbujas de
aire en el gel. Dejarlo polimerizar.

11.Unir el sandwich del gel al conjunto de electrodos. Engrase las juntas para
evitar derrames. Si solo se corre un gel, girar la junta desde el otro lado y
poner el bloque de acrilico.

12.Verter el running buffer dentro del equipo del gel. El buffer debe cubrir y
estar en contacto con el gel. Dejar reposar por algunos minutos mientras las
muestras se preparan para checar si hay fugas. En caso de no existir fugas,
llenar la cdmara exterior con el buffer para cubrir el fondo de los geles.

13.Preparar las muestras mezclando un volumen de la muestra y un volumen
del buffer de muestra. Calentar a 95°C por algunos minutos y cargar el gel.

14.Correr el gel 150 V por 1 hora 20 minutos.

Soluciones necesarias

A continuacién se presentan las cantidades necesarias para preparar las

soluciones.

e Preparacion de Buffers
Buffer | (4x): 1.5 M Tris — HCI pH 8.8

Buffer Il (4x): 0.5 M Tris — HCI pH 6.8
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A ambas soluciones se debe afiadir 0.4% SDS. Después de afiadir el SDS se

debe ajustar el pH y mantener a temperatura ambiente.

e Preparacion de Running Buffer 5x

Sustancia Cantidad
0.125 M|15.1g
Trizma

0.96 M Glicina | 72.0 g
0.5 % SDS 509

Agua Ajustar a 1 litro

Guardar a temperatura ambiente

e Preparacion de Buffer de muestra 5x

Sustancia Cantidad
Glicerol 5ml
SDS 19

B Mercapto etanol | 2.56 ml
Buffer Il 2.13 ml
Azul de | Gotas
Bromofenol

Guardar en alicuotas de 1ml a — 20°C.
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11.2 Apéndice B: Tincion de Plata

1. El gel es incubado en 1 litro de una solucién de acido acético al 10%, en
constante agitacion por 20 min.

2 .Luego se lava 3 veces con agua bidestilada (2 min c/lavado).

3. Se incuba el gel en 1 litro de una solucion de Nitrato de Plata 0,1 % +

1 ml de formaldehido 36% y se mantiene en agitacion constante por 20min. (Se
recomienda ya en esta etapa cubrir la solucién para evitar la exposicion con la luz)
4. Eliminar la solucion de nitrato de plata y lavar nuevamente el gel por
aproximadamente 5 segundos (esta etapa es critica tiempo de lavados mas
prolongados pueden provocar que el gel no se tifia)

5. Incubar el gel en oscuridad en un litro de solucion reveladora (Carbonato de
Sodio 2,5%, 1 ml Formaldehido 36% y 1 ml Tiosulfato 2%) hasta que aparezcan
las bandas y alcancen la intensidad de color suficiente para analizar el gel
(aproximadamente a los 10 minutos de transcurrida la incubacién se comienzan a
observar las primeras bandas).

6. Para la detencion de la reaccién se incuba nuevamente el gel en la solucién de
acido acético 10% (la misma que fue utilizada al principio de este proceso) por 10
minutos en agitacion constante.

7. Finalmente depositar el gel en agua y lavar por 20 minutos en agitacion
constante. Luego tomar una fotografia con la camara digital en el transiluminador

de luz blanca.
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