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EXPRESION GENETICA DE LA SUBFAMILIA CYP3A EN CORTES LAMINARES HEPATICOS DE BOVINO

L Maté a, M Giantin b, P Viviani a, M Ballent a, R Tolosi b, A Lifschitz a, C Dacasto b, G Virkel a.

a. Laboratorio de Farmacologia, Centro de Investigacidén Veterinaria de Tandil (CIVETAN), CONICET-CICPBA-UNCPBA, Tandil,
Argentina. b. Department of Comparative Biomedicine and Food Science, University of Padua, Legnaro (Padua), Italy.
e-mail: lauramate04@gmail.com

Existen diferentes modelos in vitro que permiten estudiar la expresion y funcion de las enzimas que metabolizan
xenobidticos (EMX). Entre ellos, los cortes laminares de tejido hepatico (liver slices) representan un excelente modelo para
caracterizar la regulacion de la expresion del sistema enzimatico citocromo P450 (CYP). La dexametasona (DEX) es un
antiinflamatorio esteroide que modula la expresidn de la subfamilia CYP3A en diferentes especies. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar el nivel de expresién de las distintas isoenzimas CYP3A en cortes laminares de higado de bovino, como
asi también estudiar el efecto de la DEX sobre la expresién genética de esta subfamilia. Para ello se prepararon slices hepaticos
bovinos utilizando un micrétomo Brendel/Vitron®. Los cortes laminares se incubaron durante 6 y 12 h en ausencia (controles)
y en presencia de DEX (0,1, 5 y 50 uM) en el medio de cultivo E de Williams, bajo una atmdsfera de 02/C0O2 (95/5). Se
determind la viabilidad del tejido hepatico por histopatologia y contenido de GSH y K+ intracelular. La expresion genética de
CYP3A28, 38 y 48 se determind mediante PCR en tiempo real (QPCR) de manera absoluta, y los efectos de la incubacion con
DEX se midieron mediante qPCR utilizando RPLPO como gen de referencia. Los parametros de viabilidad fueron aceptables
hasta las 12 h de incubacién. Los niveles de expresidon, en orden creciente de expresion, fueron los siguientes CYP 3A28 <
3A48 < 3A38. La DEX no indujo cambios en los niveles de expresién de ninguna de las isoformas de CYP3A bajo estudio. Estos
resultados muestran que, si bien la bibliografia postula a la DEX como inductor de la subfamilia CYP3A en modelos murinos y
cultivos primarios de hepatocitos humanos, no lo seria en la especie bovina. El estudio de los patrones de expresion genética
de las EMX en rumiantes continuda bajo estudio en nuestro laboratorio.
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GLICOPROTEINA-P EN UN AISLAMIENTO DE Haemonchus contortus
ALTAMENTE RESISTENTE A LACTONAS MACROCICLICAS

Maté L, Ballent M, Cantdn C, Ceballos L, Lifschitz A, Lanusse C, Alvarez L, Lirdn JP.

Laboratorio de Farmacologia, Centro de Investigacién Veterinaria de Tandil (CIVETAN), CONICET-CICPBA-UNCPBA, Tandil,
Argentina. e-mail: lauramate04@gmail.com

Haemonchus contortus es uno de los nematodos gastrointestinales mas patégeno que afecta al ganado ovino. El
tratamiento antihelmintico es la principal estrategia de control, siendo la ivermectina (IVM) uno de los farmacos mas
comunmente utilizados. El uso intensivo de esta molécula determind el desarrollo de resistencia en gran parte del mundo,
pero las bases moleculares y bioquimicas de esta resistencia aun no han sido dilucidadas. Los transportadores celulares como
glicoproteina-P (gp-P) se encargan de la de expulsion de la célula de una amplia variedad de sustratos, entre los cuales se
encuentran la IVM. Cambios en la expresidn genética de estos transportadores en nematodes podrian estar involucrados en
el fendmeno de resistencia a IVM.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la expresion de diferentes genes codificantes de gp-P en un aislamiento de H.
contortus resistente a IVM, obtenido de animales tratados con esta droga a 10 veces (10 X) la dosis terapéutica (DT), o de
animales no tratados.

Ejemplares adultos de H. controtus resistente a IVM se recuperaron de ovinos infectados en forma artificial (n=3) al tiempo
0 (controles) yalas 12 y 24 h post-tratamiento oral con 10 X DT de IVM. Se procedié a la identificacidn y analisis de la expresion
de los genes codificantes de gp-P a través del andlisis del transcriptoma por NGS (Next generation sequencing).

El analisis del transcriptoma muestra que hembras adultas de H. contortus expresan genes codificantes de gp-P 1, 2, 3, 9,
10, 11 y 16. Si bien el tratamiento con IVM incrementa los niveles de expresién de gp-P2 de una manera dependiente del
tiempo 1,00 (Oh), 2,08 (12h) y 2,49 (24h), no hubo diferencias estadisticas respecto a los parasitos recuperados de animales
controles. En conclusién, los cambios observados en los perfiles de expresién gp-P no explicarian per se el alto nivel de
resistencia a IVM que posee el aislamiento estudiado.
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