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Cuadro 13. Resumen de los mecanismos de resistencia a insecticidas piretroiedes
L= o] ] 1= 1o [ 1RSSR 128
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ABREVIATURAS

CDC: “Centers for Disease Control and Prevention”
CDNB: 1,2-dicloro-4-nitrobenceno

CHIKV: Virus chikungunya

CIDEIM: Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas
CYP**°: Citocromos P**°

Cys: Cisteina

DD: Dosis diagnosticas

DDT: Dicloro difenil tricloroetano

DENV: Virus dengue

DT: Tiempo diagnostico

ENE: Esterasas no especificas

ETV: Enfermedades de transimision vectorial

FD: Fiebre dengue

GO: “Gen ontology”

GSH: Glutation reducido

GST: Glutation S-transferasa

GSTe2: Glutation S-transferasa épsilon 2

HWE: Equilibrio de Hardy Weinberg

lle: Isoleucina

IM: Intestino medio

INS: Instituto Nacional de Salud

Kdr: “Knockdown resistance” Resistencia de derribo
LC-MS, Liquid chromatography—mass spectrometry;
LD: Linkage disequilibrium- Desquilibrio de ligamiento
mg: miligramo

min: minuto

ml: mililitros

MS: Espectometria de masas “mass spectrometry”
NA: Naftil acetato

nm: nandometros

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa “Polymerase chain reaction”
PECET: El Programa de Estudio y Control de Enfermedades Topicales
Phe: Fenilalanina

pNPA: Para-nitrofenil acetato

PYRs: Piretroides

RA: Razo6n de abundancia
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TEAB, triethylammonium bicarbonate;
TM: Tabulos del Malpighi

TMBZ: 3,3°,5,5" tetrametilbencidina
TMT: “tandem mass tag”

ULV: Ultrabajo volumen

Val: Valina

VGSC: Canal de sodio dependiente de voltaje “Voltage Gate Sodium Channel”
ZIKV: virus Zika

a-NA: Alfa naftil acetato

B-NA: Beta naftil acetato

Mg: microgramos

pI: microlitros
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ABSTRACT

Introduction: In Colombia Aedes aegypti is the main vector of arboviruses such as
dengue,chikungunya and Zika. This urban mosquito has the capacity to develop multiple
mechanisms to insecticide resistance which may affect vector control.

Objective: To identify the biochemical and molecular mechanisms associated with
pyrethroid resistance in laboratory-selected strains (n=3) and field-collected strains (n=7)
of Ae. aegypti from Colombia in order to propose strategies for the management of
resistance to these insecticides

Methods: Three strains, selected in the laboratory for resistance to DDT, Propoxur and
lambdacyhalothrin, were compared with 7 field collected strains. Rockefeller strain was
used as a susceptible control. CDC bioassays were performed to measure the
susceptibility status to pyrethroids type | (permethrin) and Il (Deltamethrin and
lamdacyhalothrin), and potential cross resistance with different types of insecticides,
including organochlorine (DDT), carbamate (Propoxur) and organophosphate (Malathion).
The enzymatic activity of esterases, Glutathione S transferases and cytochrome P**° was
measured by biochemical tests. The detection of frequencies of kdr mutations Val1016lle
and Phel534cys were determined through real-time PCR. A proteomic analysis of midgut
and Malpighian tubules using high definition mass spectrometry was performed.

Results: Almost all strains were resistant to permethrin except 1 field strain and the
laboratory-selected “DDT” strain. Three strains (selected “propoxur” and
“Lambdacihalothrin” and 1 field strain) were resistant to both types of pyrethroids. All
evaluated strains were resistant to DDT. Although we evidenced cross resistance between
lambdacyhalothrin and propoxur, all field-collected strains were susceptible to propoxur.
There was no evidence of malathion resistance.

The main enzymatic mechanism observed in the resistant strains was GST. The kdr
mutations were detected in all strains. The allelic frequencies of Cys1534 (ranged 0.44 to
0.99) were greater than for lle1016 (0.02 to 0.72). The strains that had higher frequencies
of both mutations were resistant to both type | and Il pyrethroids insecticides. Finally the
proteomic analyses confirmed the pathway Glutathione metabolism and additionally
evidence an up regulation of translation and ribosomal proteins in resistant mosquitos.

Conclusion:

Pyrethroid resistance in Ae. aegypti from Colombia are mainly associated to increased
GST enzymes and the high frequency of Kdr mutations. The up regulation of ribosomal
proteins in the resistant strains may suggest increase protein turnover and/or altered gene
expression.

Key words: Aedes aegypti, resistance, insecticides, enzymes, mutations.
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RESUMEN
Introduccion: En Colombia Aedes aegypti es el principal vector de los virus dengue,
chikungunya y Zika. Este vector, adaptado al ambiente urbano, posee una alta
capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia a los insecticidas que pueden
afectar el control vectorial.

Objetivo: Identificar los mecanismos enziméticos y moleculares asociados a la
resistencia a insecticidas piretroides en cepas seleccionadas en laboratorio (n=3) y
cepas colectadas en campo de diferentes ciudades de Colombia Ae.aegypti (n=7),
con el fin de proponer estrategias para el manejo de la resistencia a estos insecticidas

Métodos: Tres cepas, seleccionadas en el laboratorio para resistencia al DDT,
Propoxur y lambdacialotrina, se compararon con 7 cepas colectadas en el campo. Se
uso la cepa Rockefeller como control susceptible. Se realizaron bioensayos de CDC
para medir el estado de susceptibilidad a los piretroides tipo | (permetrina) y Il
(deltametrina y lamdacihalotrina) y potencial resistencia cruzada con diferentes tipos
de insecticidas, incluyendo el organoclorado (DDT), carbamato (propoxur) y
organofosforado (malation). La actividad enzimatica de esterasas, glutathion S
transferasas y citocromo P**° se midi6 mediante pruebas bioquimicas. La deteccién
de frecuencias de las mutaciones de kdr Val1016lle y Phe1534Cys se determinaron
mediante PCR en tiempo real. Un analisis protedmico de los tubulos de Malpighi e
intestino medio fue realizado usando espectrometria de masas de alta definicion.

Resultados: Todas las cepas fueron resistentes a la permetrina, con excepcion de 1
cepa de campo y la cepa "DDT" seleccionada en el laboratorio. Tres cepas
(seleccionadas "propoxur" y "Lambdacihalotrina” y 1 cepa de campo) fueron
resistentes a ambos tipos de piretroides (Tipo | y Il). Todas las cepas evaluadas
fueron resistentes al DDT. Evidenciamos resistencia cruzada entre lambdacialotrina y
propoxur, sin embargo todas las cepas de campo fueron susceptibles a propoxur. No
hubo de resistencia al malation en ninguna cepa. El principal mecanismo enzimatico
observado en las cepas resistentes fue GSTs. Las mutaciones kdr se detectaron en
todas las cepas. Las frecuencias alélicas de Cys1534 (0.44 a 0.99) fueron mayores
que para 1le1016 (0.02 a 0.72). Las cepas que tenian frecuencias mas altas de ambas
mutaciones fueron resistentes a los insecticidas piretroides. Finalmente, el analisis
protedmico confirmod la ruta metabdlica del metabolismo del glutation y evidencia
adicional de la sobre-regulacién en la traduccién y las proteinas ribosdmicas en los
mosquitos resistentes.

Conclusion: resistencia a los piretroides en Ae. aegypti de Colombia se asocia
principalmente a un aumento de las enzimas GSTs y a la alta frecuencia de las
mutaciones Kdr. La sobre-regulacion de las proteinas ribosomicas en las cepas
resistentes puede sugerir un aumento en el recambio proteico y/o la expresion
genética alterada.

Palabras claves: Aedes aegypti, resistencia, insecticidas, enzimas, mutaciones.
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1. INTRODUCCION

Los mosquitos del género Aedes son vectores de al menos 20 arbovirus que
afectan actualmente la salud humana(1-5). Dentro de este género se encuentran
las especies Aedes (Stegomyia) aegypti y Aedes (Stegomyia) albopictus. Estos
mosquitos son considerados los vectores principales de los tres arbovirus mas
importantes que actualmente impactan la salud puablica a nivel mundial, que son
los virus dengue (DENV), virus chikungunya (CHIKV) y virus de Zika (ZIKV) (6-8).
Siendo DENV el arbovirus de mayor importancia en el mundo, pues se ha
estimado que ocurren aproximadamente 390 millones de infecciones de virus
dengue al afio, y al menos 12.500 muertes se presentan por afio, la mayoria de
ellas en nifios(9).

Aedes (Stegomyia) aegypti es considerado el vector principal en Latinoamérica,
mientras Ae. albopictus es el vector principal de estos arbovirus en Asia.
Colombia no es ajena a esta situacion, si bien contamos con la presencia de
ambos vectores(10), Ae. aegypti es considerado el vector principal de DENV,
CHIKV y ZIKV. Este mosquito altamente antropofilico y urbano, esta distribuido en
el territorio nacional en aproximadamente el 90% de las ciudades ubicadas por
debajo de los 2.200 m.s.n.m. EIl riesgo de infeccion con estos arbovirus en
Colombia, no solo aumentan con la presencia de los virus en el pais, sino que los
cambios demogréficos, ambientales (cambio climético), y la urbanizacion no
planificada, han favorecido la proliferacion de esta especie en casi todos los
ambientes domésticos.

Actualmente en el sistema de salud colombiano, para la profilaxis de estas
arbovirosis, no se cuenta con medicamentos y a pesar que en seis paises se ha
licenciado la vacuna contra el DENV “Dengvaxia” desarrollada por Sanofi Pasteur
(11), en Colombia no se encuentra aun disponible. Esto hace que la prevencién y
el control de las enfermedades ocasionadas por estos arbovirus, se base
principalmente en el control de las poblaciones de los mosquitos vectores
particularmente en Ae. aegypti.

En nuestro pais el control de las poblaciones de Ae. aegypti es ejecutada por los
programas de ETV (Enfermedades transmitidas por vectores) de las diferentes
secretarias de salud. Dentro de estas actividades, podemos encontrar el control
larvario y de adultos que se hace principalmente en épocas de brotes. Para el
control larvario se usan insecticidas quimicos como el temefos, reguladores de
crecimiento, y bioinsecticidas derivados de bacterias o levaduras. En el control de
los mosquitos adultos se usan diferentes clases de insecticidas, entre ellos los
organofosforados (OP) como el malation y los piretroides (PYR’s) como la
permetrina y deltametrina.

Hoy en dia, el uso del malation ha disminuido por el rechazo de la comunidad a

este insecticida debido a su fuerte olor, efecto corrosivo y sus posibles
asociaciones con riesgo de cancer en humanos (12-14), y se ha incrementado el
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uso de los piretroides. Los piretroides son los Unicos insecticidas recomendados
por la OMS para el tratamiento de toldillos, paredes, cortinas y algunas prendas de
vestir (15), ya que son seguros para el contacto cercano debido a que presentan
menor toxicidad para los mamiferos. Adicional, tienen un efecto rpido y
persistente sobre los mosquitos en dosis bajas, y son inodoros, por lo que los hace
ideales para usarlos en fumigaciones a ultra bajo volumen (ULV) en los espacios
publicos(16). Estas caracteristicas hacen que estos insecticidas sean de primera
linea para su uso en salud publica y los hogares.

Sin embargo, la resistencia a estos insecticidas ha sido progresivamente
documentada, lo que estaria dificultando las acciones de control vectorial en
aquellas regiones donde ha sido detectada (17-19). Los mecanismos enziméaticos
y moleculares involucrados en la resistencia a los insecticidas PYRs en Ae.
aegypti, incluyen a tres de los grupos principales de enzimas de detoxificacion,
que son las esterasas, los citocromos P**°y las glutation S-transferasas (GST). Un
segundo mecanismo es la alteracion de los sitios blanco del insecticida conocido
como kdr “knockdown resistance”. Este mecanismo de resistencia es causado por
mutaciones en el gen que codifica el canal de sodio dependiente de voltage
(VGSC) de los mosquitos, y reduce la union del PYR con el sitio diana del
insecticida en la proteina.

En Colombia se ha reportado la emergencia de resistencia a PYRs en varias
poblaciones de Ae. aegypti. En el pais, la Red de Vigilancia de la Resistencia a
Insecticidas liderada por el Grupo de Entomologia del Instituto Nacional de Salud
(INS), es la entidad que se encarga de hacer un seguimiento de la resistencia a
los insecticidas de uso en salud publica. El estado de la susceptibilidad de los
vectores a los insecticidas, se estudia principalmente por medio de bioensayos
utilizando las metodologias del CDC (20).

Si bien, estas pruebas permiten determinar las concentraciones y el tiempo que
tarda el insecticida en actuar sobre los insectos, con este tipo de ensayo solo se
puede tener un panorama general del estado de la susceptibilidad en los
mosquitos de campo, pero no permite establecer el mecanismo de resistencia que
estd causando la pérdida de susceptibilidad. A pesar de los reportes de
resistencia a insecticidas en el pais, los mecanismos enziméaticos y moleculares
gue la sustentan aun no estan bien caracterizados.

En Colombia existen varios estudios sobre resistencia a PYRs, que de manera
independiente han identificado en Ae. aegypti algunos mecanismos bioquimicos vy
moleculares de la resistencia a piretroides. Entre los mecanismos enzimaticos
descritos se incluyen la alteracién en los niveles de los Citocromos P*°(8) y de
las Glutation S-transferasas en particular la sobreexpresion de las GSTe2(21).
Dos estudios puntuales han identificado los mecanismos de resistencia mediados
por las mutaciones kdr. El primer estudio fue realizado por Maestre y
colaboradores en 2014 en la regién caribe (22), donde se registro la mutacion kdr
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Vall016lle que confiere resistencia a los insecticidas piretroides en aquellos
mosquitos que poseen esta mutacion, y otro fue realizado en mosquitos de la
ciudad de Sincelejo, en el cual se detectdé la mutacion Phel534Cys en nueve
individuos que fueron resistentes a deltametrina (23).

Por lo tanto, el objetivo del presente proyecto fue identificar los mecanismos
enzimaticos y moleculares de resistencia a los insecticidas piretroides
(permetrina, deltametrina y lambdacialotrina) en  Ae. aegypti de campo
pertenecientes a seis municipios y cuatro cepas seleccionadas en el laboratorio.
En este estudio se incluyeron otros mecanismos que no habian sido evaluados o
reportados previamente en el pais, como la actividad de tres diferentes esterasas
y de las GSTs, asi como su expresion diferencial en las cepas resistentes.
Adicionalmente se evaluaron las mutaciones kdr Vall016le y Phel534Cys, que
han sido asociadas con resistencia a piretroides en Latinoamérica. Finalmente
se realiz6 por primera vez para Ae. aegypti de Colombia, un andlisis protedmico
usando espectometria de masas de alta definicion con el fin de identificar
proteinas diferencialmente expresadas, que pudiesen estar relacionadas con la
resistencia a insecticidas y que posiblemente estuviesen actuando como
mecanismo de la misma.

Este estudio se realiz6 en seis localidades de diferentes sitios del pais donde se
tiene registro previo de que Ae. aegypti presenta resistencia a piretroides, y a su
vez se utlizaron tres cepas de laboratorio que han sido presionadas
continuamente a los insecticidas DDT, lambdacialotrina y propoxur, y que
presentan resistencia a diferentes tipos de piretroides.

Las colonias de mosquitos de campo y su procesamiento nos permitieron conocer
qué mecanismos de resistencia estan asociados a piretroides en el pais y la
frecuencia de los genes de resistencia en las poblaciones estudiadas. Por otro
lado, el estudio de las cepas de los mosquitos seleccionadas en nuestro
laboratorio, que poseen un mecanismo de resistencia genético comudn, y que han
sido presionados por mas de 28 generaciones con un mismo insecticida, nos
dieron un panorama acerca de cuales son los mecanismo(s) que se seleccionan
cuando una poblacion de insectos es expuesta continuamente a un Mmismo
insecticida.

Los insecticidas usados para seleccionar las cepas de laboratorio son importantes
debido a que: el DDT fue el insecticida que mas se utilizé en el pasado y por el
cual persiste la resistencia de nuestras poblaciones de campo; y los insecticidas
lambdacialotrina, (insecticida piretroide tipo Il de dltima generacion), y el propoxur
(insecticida carbamato), que han sido usados frecuentemente en salud publica en
el pais.

Este trabajo nos permitio dar respuesta las siguientes preguntas ¢ Cual o cuales
mecanismos de resistencia se seleccionan en Ae. aegypti cuando hay una presion
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de seleccidn constante ejercida con un insecticida en particular (DDT, propoxur y
lambdacialotrina)? ¢ Son estos mecanismos son los mismos o diferentes para cada
una de las cepas seleccionadas y existen diferencias con las poblaciones de
campo? ¢ Existe resistencia cruzada con otros insecticidas?. Nuestras cepas de
laboratorio fueron utilizadas como modelo biolégico porque nos permitieron
entender la evolucion del fendbmeno de la resistencia y servir como cepas de
referencia.

Los resultados obtenidos permitiran actualizar el conocimiento sobre el estado de
la susceptibilidad de Ae. aegypti a los insecticidas piretroides en el pais. La
informacion obtenida permitié conocer los mecanismos de resistencia presentes
en las poblaciones de Ae. aegypti de campo y de las cepas seleccionadas en el
laboratorio, al mismo tiempo, nuestro datos complementan los mecanismos que
han sido previamente descritos en Ae. aegypti.

Al final de este estudio, se tienen mas herramientas para proponer estrategias
para el manejo de la resistencia a los piretroides en el pais, basadas en los
mecanismos que fueron detectados en cada una de las poblaciones estudiadas,
esto con el fin de mantener su uso y eficacia y complementar con métodos
alternativos en el control de los vectores de los arbovirus urbanos
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2. JUSTIFICACION

Durante la dltima década, Colombia ha sufrido mdultiples epidemias de
enfermedades causadas por diferentes arbovirus, principalmente aquellas
ocasionadas por los virus DENV (4 serotipos DENV1 a DENV4), CHIKV y ZIKV. La
ocurrencia de estas enfermedades se ha caracterizado por presentarse en brotes
epidémicos, que han sobrepasado la capacidad de los servicios de salud publica
para atender y controlar los casos ocasionados por estos virus.

Si bien Colombia es considerado un pais hiper-endémico para dengue con la
circulacion de los cuatros serotipos del virus en casi todo el territorio y una media
de infecciones de 97.000 casos/afio. Durante los ultimos siete afios se han
presentado brotes epidémicos de varias arbovirosis, particularmente DENV. Cabe
recordar la gran epidemia de dengue durante el afio 2010, donde se presentaron
157.152 casos (24) y posteriormente, durante el afio 2013 se registraron 126.425
(25), lo que significé un aumento del 130% en los casos con respecto al afio 2012
(26). Aunado a este panorama epidemioldgico, la introduccion del virus
chikungunya en el afio 2014 generé una epidemia que hasta el momento ha
registrado mas de 400 mil infecciones, y posteriormente en el afio 2015 el virus de
Zika llego6 al pais afectando aproximadamente a 100 mil personas (27-31).

Como parte de los planes de contingencia para estos brotes epidémicos, los
programas encargados de las enfermedades transmitidas por vectores (ETV), han
enfocado sus acciones en disminuir las poblaciones del vector Ae. aegypti. Estas
acciones de control estan basadas en las guias y protocolos del Ministerio de
Salud y la Proteccion Social (MSPS) y del Instituto Nacional de Salud (INS)
(32,33). Como producto de estos planes, se ha incrementado el uso de
insecticidas, particularmente de los organofosforados como el temefos, el malatiéon
y de los insecticidas piretroides (PYRs) como la permetrina, deltametrina y
lambdacialotrina.

Sin embargo, el aumento en la frecuencia del uso de estos insecticidas, podria
estar incidiendo en la aparicion de la resistencia a estos compuestos, que aunado
a los registros previos de resistencia a los insecticidas que han sido usados por los
programas de ETV en los ultimos afios, podrian estar causando fallas en el control
vectorial, y por ende favorecer de manera indirecta a la persistencia de las
infecciones con estos tres arbovirus en el pais.

Es por eso que la deteccion temprana de la resistencia a insecticidas es crucial
para un manejo sostenible de los insecticidas de uso en salud publica que se
encuentran disponibles en el mercado, en especial los piretroides. La deteccion
temprana de los mecanismos bioquimicos y moleculares de la resistencia,
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permiten identificar cuando se debe remover un insecticida y/o cambiar, antes de
gue estos mecanismos se fijen en las poblaciones y de esta forma, recuperar la
susceptibilidad al producto. Estudiar los mecanismos que estan involucrados en la
resistencia a piretroides, cuando y como estos se manifiestan, son preguntas
fundamentales para entender el proceso y la dinamica de la resistencia en las
poblaciones de vectores de enfermedades y se convierten en puntos clave para el
disefio de estrategias de control.

La informacion obtenida en esta investigacion nos permitio entender los
mecanismos de resistencia a los PYRs presentes en Ae. aegypti de Colombia.
Con este conocimiento, se sugieren estrategias del manejo de la misma, basadas
en cada uno de los mecanismos de resistencia que aqui fueron encontrados.
Esperamos que estos resultados fortalezcan la toma de decisiones por parte de
las Secretarias de Salud y el Ministerio de Salud y Proteccién Social para
desarrollar estrategias de mitigacion de epidemias a través del uso de piretroides
con base en el conocimiento. Asi mismo, los resultados de este proyecto
permitiran ser una linea base para el seguimiento de la resistencia en estas
poblaciones y evaluar si las acciones que permiten observar una disminucion de la
misma.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar los mecanismos enzimaticos y moleculares asociados a la resistencia a
insecticidas piretroides en poblaciones de Aedes (Stegomyia) aegypti de
Colombia, con el fin de proponer estrategias para el manejo de la resistencia de
estos insecticidas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la susceptibilidad a insecticidas piretroides (tipo | y Il) en poblaciones de
Ae. aegypti en localidades de Colombia y de tres cepas seleccionadas en el
laboratorio (lambdacialotrina, DDT y propoxur).

Indicador: * Porcentaje de mortalidad determinado para cada uno de los
piretroides en las poblaciones evaluadas.
* Determinacion del fenotipo (Resistente/Susceptible) en las
cepas de Aedes (Stegomyia) aegypti evaluadas.

2. Identificar los mecanismos enzimaticos (esterasas, citocromos P*°, y GSTs)
asociados a la resistencia a piretroides en las poblaciones estudiadas.

Indicador: Mecanismo(s) enzimatico(s) asociado(s) a la resistencia
identificado(s) para cada una de las poblaciones estudiadas.

3. Evaluar la presencia de las dos mutaciones kdr reportadas en la literatura que
estan asociadas a la resistencia a piretroides.

Indicador: Presencia y asociacibn como mecanismo de resistencia de las
mutaciones Kdr Val1016lle y Phe1534Cys evaluadas en las cepas.

4. ldentificar y cuantificar proteinas diferencialmente expresadas en el tubulo de
Malpighi e intestino medio de Ae. aegypti asociadas con la resistencia a
insecticidas en tres cepas de laboratorio y tres cepas de campo con diferentes
fenotipos (resistente/susceptible) a insecticidas piretroides.

Indicador: * Proteinas presentes en los tubulos de Malpighi e intestino
medio identificadas.

* Proteinas diferencialmente expresadas en cepas resistentes
a piretroides identificadas.
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4. ESTADO DEL ARTE

4.1. Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera, Culicidae): Biologia

En Colombia Aedes (Stegomyia) aegypti es considerado el vector principal de la
transmision de los tres arbovirus de mayor importancia en salud publica; los virus
dengue (DENV), Chikunguya (CHIKV) y Zika (ZIKV) (34). Ae. aegypti es
considerado en Colombia una especie invasora. Proveniente de Africa, estos
mosquitos han colonizado practicamente todos los ambientes urbanos en aquellos
municipios por debajo de mas o menos 2.200 m.s.n.m (35).

Esta especie de mosquito es altamente antropofilica y urbana, exhibe una
preferencia por los ambientes humanos, incluyendo aquellos sitios de oviposicion
artificiales (36). Esta especie se ha adaptado para colonizar diferentes
contenedores con agua que le sirven como sitios de cria para los estadios
inmaduros, como por ejemplo llantas, floreros, y tanques para el almacenamiento
de agua, inclusive han colonizado sitios que antes no se consideraban como
criaderos, ejemplo de estos son los sumideros de aguas lluvias y canales de
lluvias (37) .

Ciertas caracteristicas genéticas en Ae. aegypti, le han conferido ventajas
adaptativas sobre otros culicidos, una de las mas importante es que sus huevos
son resistentes a la desecacidn por varios meses (38). Se considera la especie de
mosquito mas facil de colonizar en el laboratorio, y se ha utilizado para
investigaciones detalladas sobre la biologia de los mosquitos incluyendo
morfologia, fisiologia, genética y competencia vectorial, y recientemente
aplicaciones de evolucion molecular (39).

Aedes (Stegomyia) aegypti tiene dos etapas bien diferenciadas en su ciclo de vida:
fase acuética con tres formas evolutivas diferentes (huevo, larva y pupa) y una
fase aérea o adulto (Figura 1).

Las hembras depositan sus huevos en las superficies interiores de los recipientes
llenos de agua. Los huevos miden alrededor de un milimetro de largo, son
inicialmente de color blanco, para tornarse negros con el desarrollo del embrion,
gue evoluciona en Gptimas condiciones de temperatura y humedad en un lapso de
dos a tres dias. Con posterioridad a ese periodo, los huevos son capaces de
resistir desecacion y temperaturas extremas de hasta siete meses a un afio. Entre
2- 3 dias se presenta la eclosion de las larvas (40).

Las larvas inician un ciclo de cuatro estadios larvales (L1, L2, L3, L4), creciendo a
lo largo de tres mudas desde un largo de un milimetro a los seis o siete milimetros
finales. Estas larvas, que poseen como caracteres morfolégicos tipicos fuertes
espiculas toracicas laterales quitinizadas, peine de escamas unilinear en octavo
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segmento y sifon con forma de oliva corta, que se destaca por su color negro; se
alimentan con el zoo y fitoplancton de los recipientes que habitan(40). Las larvas
L4 sufren la metamorfosis a pupas; este corresponde a la dltima etapa de
maduracion de la fase acuatica.

Durante el estadio de pupa, los mosquitos sufren importantes cambios
morfologicos. Este estadio corresponde a la Ultima etapa de maduracion de la fase
acuatica. La pupa no requiere alimentacién y entre 28° y 32°C completa su
desarrollo hasta la emergencia del adulto en uno a tres dias. Las variaciones
extremas de temperatura pueden dilatar o acelerar este periodo (40).

Los adultos mosquitos emergen de las pupas después de romper la cuticula del
mesotérax. La sobrevivencia de los mosquitos adultos tiene un promedio de cuatro
a ocho semanas, aunque puede variar por circunstancias climatolégicas; la
hembra sobrevive mas tiempo que el macho y es mas resistente a las variaciones
de temperatura y humedad ambiental(40).
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Figura 1. Ciclo de vida de Aedes (Stegomyia) aegypti.
(https:/lwww.glacved.org/wp-content/uploads/2015/01/Aedes-Life-Cyce.jpg)
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4.2. Importancia médica de Aedes (Stegomyia) aegypti: Transmision de
Arbovirus

Se habla de arbovirus (arthropod-borne virus) para referirse a aquellos virus que
requieren de la accion hematofagica de un artropodo para la transmision entre
hospedadores. Entre estos artropodos vectores, los mosquitos culicidos (Diptera:
Culicidae) ocupan un lugar preferente debido a su hematofagia obligada, maxima
adaptabilidad a multiples ambientes en diferentes latitudes y altitudes (41) y en el
caso de Ae. aegypti, su preferencia por coexistir en ambientes antropogénicos.

Los principales arbovirus que afecta a los humanos diseminados por Ae. aegypti,
pertenecen a las familias, Flaviviridae ( Yelow fever virus-YFV, DENV y ZIKV) y
Togaviridae del género alfavirus como CHIKV, Mayaro, encefalitis equina
venezolana (VEE) (1). Los arbovirus representan una amenaza sustancial para la
salud humana en todo el mundo, estos patégenos pueden causar una variedad de
presentaciones clinicas que van desde leves hasta aquellos que pueden
amenazar la vida (42).

En recientes afios la prevalencia de los virus transmitidos por vectores se ha
expandido considerablemente, debido a la intensificacion de los viajes
transcontinentales (globalizacién) y migracién humana. En regiones endémicas el
namero de casos aumentd, pero los casos también se propagaron a regiones
donde los virus nunca existieron antes (5). Ademas los mosquitos han
desarrollado resistencia a casi todos los insecticidas usados en salud publica,
complicando aun mas el control y eventual eliminacion de las enfermedades
transmitidas por vectores en areas especificas (43).

Para que exista transmision de los arbovirus, numerosos factores juegan un papel
en la relaciéon “vector-virus-hospedero humano”, en esta relacion que es dinamica,
los factores tales como la capacidad de un vector para adquirir y transmitir el virus,
al igual que la susceptibilidad del huésped humano al virus que esta siendo
transmitido, deben coincidir en el espacio y tiempo para que los ciclos de
transmision empiecen (1,41). Ae. aegypti es un vector competente para transmitir
al menos 20 arbovirus, inclusive se han encontrado mosquitos co-infectos con al
menos dos arbovirus en el mismo individuo, dado su comportamiento altamente
antropofilico y diurno hace que esta especie sea un importante vector para
multiples arbovirosis urbanas (1-5).

Las enfermedades mas destacadas dentro de esta categoria serian las causadas
por la infeccion de DENV, CHIKV y ZIKV. Estos arbovirus tienen un periodo de
incubacion extrinseco dentro del mosquito, que empieza cuando una hembra de
Ae. aegypti se infecta del virus al ingerir sangre del huésped virémico.
Posteriormente el virus infecta las células del intestino medio del mosquito y se
inicia la replicacion viral y propagacion dentro del epitelio del intestino medio. El
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virus se disemina desde el intestino medio hasta tejidos secundarios,
posteriormente el virus infecta las glandulas salivales y finalmente el virus es
liberado en los conductos salivales para la transmision al inocular un huésped no
infectado tras la realimentacion de la hembra del mosquito infectado (Figura 2.)
(44).
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Figura 2. Principales pasos para una infeccibn por arbovirus en Aedes
(Stegomyia) aegypti.

4.2.1. Arbovirus transmitidos por Aedes (Stegomyia) aegypti: Dengue,
chikungunyay Zika

La enfermedad mas destacada dentro de las arbovirosis urbanas seria la fiebre
de dengue, causada por la infeccion de del virus dengue (DENV -serotipos
DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4). Los sintomas caracteristicos que se
presentan por la infeccion con DENV son: Cefalea intensa, dolores oculares,
dolores en la parte baja de los muslos (5,45), esto hizo que se le conociera
comunmente como fiebre “quiebrahuesos”. En algunos casos se presenta una
sintomatologia severa, que es una complicacion potencialmente mortal porque
cursa con extravasacion de plasma, acumulacion de liquidos, dificultad
respiratoria, hemorragias graves o falla organica que potencialmente pueden llevar
a la muerte (9).
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En el caso de la enfermedad de chikungunya, que es causada por la infeccion del
virus del mismo nombre, se conoce que este arbovirus, es capaz de producir
artritis, aparentemente asociada a una reaccion inmunitaria. La artritis por
chikungunya virus es un problema de salud publica, pues el 12% de los infectados
tendran efectos residuales, inclusive por varios meses después de la post
infeccion. Existen reportes de destruccion del metacarpo y osteoartritis en los
tobillos, lo que produce un efecto incapacitante en las personas contagiadas,
conllevando pues a pérdidas de movilidad y por consiguiente a pérdidas
econdmicas por incapacidad laboral (46,47).

Los sintomas ocasionados por la infeccion con virus Zika se caracterizan por ser
mas variados, incluyendo la fiebre, sarpullido, dolor de cabeza, dolor retro- orbital,
mialgia, artritis o artralgias, conjuntivitis y vomitos que son signos clinicos similares
a la enfermedad del dengue y muchas otras enfermedades por ejemplo fiebres de
chikungunya y Mayaro (48). La infeccidn por virus Zika se ha asociado también a
el sindrome de Guillain Barré en la Polinesia francesa, Brasil y Colombia (49-51)
La transmision del virus Zika de la madre al feto y la transmision sexual han sido
reportadas. La infeccion por el virus Zika durante el embarazo pueden causar
microcefalia y otros defectos cerebrales graves en el feto y se ha asociado con
otros resultados adversos durante el embarazo y parto (52).

4.2.2. Virus dengue

Los virus del dengue (familia Flaviviridae: género Flavivirus) son Unicos entre los
arbovirus, como miembros de este grupo que han evolucionado y se han adaptado
completamente al huésped humano y su medio ambiente, eliminando
esencialmente la necesidad de mantenimiento en el ciclo primitivo del bosque
enzootico. La fiebre del dengue es una enfermedad antigua que se extendié por
todo el mundo gracias a la capacidad de su principal vector Ae. aegypti de
adaptarse al ambiente urbano y dependencia de los seres humanos. (5,45).

Se sabe que la propagacion de este virus a través del mundo se dio a mediados
de los siglos XVIIl y XIX gracias a la invencién del transporte comercial, debido a
la expansion de la industria naviera y expansion del comercio se estaban
expandiendo (45). Ae. aegypti utilizaba el agua almacenada en los barcos como
criaderos y podia mantener su ciclo biolodgico incluso en viajes largos, gracias a la
capacidad que tienen sus huevos de resistir la desecacién. Durante estos siglos
las epidemias fueron infrecuentes, con intervalos de 10 a 40 afios (53). En la
actualidad el dengue es una de las enfermedades mas frecuentes en los viajeros
procedentes de zonas endémicas. Debido al gran volumen de viajes
intercontinentales, la propagacion del virus se ha ampliado a lugares donde antes
no estaba presente presentandose cada vez mas rapido brotes epidémicos
(5,45,53).

Hay cuatro serotipos del virus dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) que
son antigénicamente distintos, pero tienen la misma epidemiologia y causan
enfermedades similares en los seres humanos. Los cuatro serotipos del virus se
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mantienen en un ciclo endémico en el que participan humanos y mosquitos Ae.
aegypti en la mayoria de los centros urbanos de los tropicos(3,5,45,54). Los cuatro
serotipos del virus DEN pueden ser endémicos en la misma poblacion humana;
en estos lugares generalmente, se asocian a manifestaciones clinicas leves
(transmision silenciosa) durante los periodos inter- epidémicos, pero causan
epidemias asociadas con una enfermedad mas grave cada 3-5 afios(5).

4.2.3. Virus chikungunya

Chikungunya es un miembro del género Alphavirus, familia Togaviridae. Este
virus histéricamente se limitaba al Viejo Mundo y hay indicios de que el virus se
origind en el Africa subsahariana, donde se cree que CHIKV fue mantenido en un
ciclo de transmision enzodtica entre primates no humanos y especies de
mosquitos Aedes arboéreos (55).

En el afio 2004, se reportd la primera emergencia por este virus en Kenia, luego
rapidamente hubo una expansion global a diferentes regiones de Africa, Asia y
varias islas en el Océano indico, hasta que en 2011 se registrO en zonas
templadas en Europa (56). Aparentemente el factor que contribuy6 a la aparicion
de CHIKV fue presumiblemente a través de viajeros infectados en zonas
endémicas / epidémicas y al retornar a sus hogares en algunas zonas se
establecié la transmision autdctona.

En el afio 2013 se registraron por primera vez casos autéctonos de CHIKV en
Latinoamérica, exactamente en la isla San Martin ubicada en EI Caribe,
ocasionando un brote que rapidamente se disperso por la region y se establecio
por primera vez el ciclo urbano y autdctono de transmision para posteriormente
propagarse por todo El Caribe, Centro América, América del Sury La Florida (57—
59).

4.2.4. Virus Zika

El virus Zika (ZIKV, familia Flaviviridae, género Flavivirus) se aislé por primera vez
de un mono Rhesus en el bosque Zika de Uganda en 1947. Desde entonces,
expandio rapidamente su distribucion geografica y fue introducido en areas donde
previamente no existia(56); en 2007 este virus fue encontrado en otras partes de
Africa y Asia (Micronesia), en 2013 en la Polinesia francesa, en 2014 en Nueva
Caledonia.

En Brasil el virus fue introducido en 2014 y subsecuentemente asociado con casos
de microcefalia. Se estima que un minimo de 400.000 casos de infecciones por
este arbovirus fueron reportados en 24 estados de Brasi [(60). Posteriormente se
presentd una pandemia en las Américas con 26 paises y que registraban
transmision activa (4).

Si bien en la mayoria de los casos los signos y sintomas de la enfermedad eran
leves, caracterizados en su mayoria por erupciones cutaneas, fiebre, dolores
articulares y conjuntivitis; las infecciones recientes se han asociado a

32



enfermedades con complicaciones neuroldgicas o autoinmunes como el sindrome
de Guillain Barré, microcefalia, complicaciones durante el embarazo y parto de las
mujeres gestantes infectadas. (50,56,61)

4.2.5. Casos de arbovirosis en Colombia

En los ultimos 3 afios en Colombia, las enfermedades causadas por los arbovirus
DENV, CHIV y ZIKV, se han caracterizado por presentarse en brotes que han
sobrepasado la capacidad de los servicios de salud publica para atender y
controlar los casos ocasionados por estos virus.

Colombia es un pais endémico para la circulacion de todos los serotipos de
DENV. En contraste las infecciones por CHIKV se registraron en el pais por
primera vez en el afio 2014 y de ZIKV en el afio 2015. Se han confirmado varios
casos de co-infecciones con DENV, CHIKV y ZIKV (62) y la presencia de estos
virus se ha registrado en al menos el 80% del territorio nacional (28).

Durante el afio 2016 y hasta la semana epidemiolégica 37 del afio 2017, se habian
registrado en el sistema de vigilancia epidemiolégica (SIVIGILA) 124.591 casos de
fiebre por dengue. En el afio 2017 de los 20.769 casos registrados en el sistema
de vigilancia, el 40,5 % correspondian a casos de dengue con signos de alarma
(28,30).

Con respecto a chikungunya, en Colombia la infeccion por este virus se registré en
el pais por primera vez en junio del afio 2014 (63,64); desde ese entonces los
casos acumulados registrados por el SIVIGILA desde el afio 2014 hasta la
semana epidemioldgica 37 del afio 2017 son de 487.432 (27,28,30).

Las infecciones por ZIKV por su parte, se registraron por primera vez en territorio
Colombiano en el mes de septiembre del afio 2015, pero oficialmente en octubre
el Instituto Nacional de salud, reconoce la presencia de este arbovirus en el pais.
Desde la introduccion del virus en el afio 2015 y hasta la semana epidemioldgica
37 del afio 2017, en el SIVIGILA se han reportado 109.454 casos. Las
sintomatologias asociadas a la infeccion por ZIKV, como microcefalias, defectos
congénitos y Guillan Barré se vienen registrando en el sistema de vigilancia como
evento de registro obligatorio. En el pais desde inicios del afio 2016 a la semana
epidemioldgica 18 del 2017 se han confirmado 246 casos de microcefalias y otros
defectos congénitos del Sistema Nervioso Central asociados a la infeccion por
ZIKV y durante este afio se han notificado 71 casos de Guillain Barré en 21
departamentos del territorio nacional (30)

Estas estadisticas nos permiten ver la magnitud del problema de las arbovirosis en
el pais y su afectacion no solo en la poblacién, sino la carga prestacional a los
servicios de salud.
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4.3. Diferentes estrategias de control para las poblaciones de Aedes
(Stegomyia) aegypti

Las intervenciones de control de las poblaciones de Ae. aegypti las podemos
dividir en dos grandes grupos: El control de los estadios inmaduros y el control de
los adultos (65).

El método mas utilizado para controlar los estadios inmaduros de Ae. aegypti es
el tratamiento periodico de criaderos reales y aquellos que pueden ser potenciales
sitios de cria, ya sea dentro o fuera de la vivienda (66). Dentro de las
metodologias utilizadas para la reduccién de los criaderos, encontramos
programas de campafas sociales y educativas, acompafiadas de manejo
ambiental, que invitan a la comunidad para mantener limpias las paredes de los
depodsitos de agua y sus hogares limpios de objetos que podrian ser potenciales
depdsitos de agua (67).

Otras metodologias utilizadas para el control de Ae. aegypti en los criaderos estan
basadas en disminuir el nimero de larvas utilizando agentes biolégicos, ya sean
organismos depredadores como los copépodos y peces larvivoros, bacterias como
Bacillus thuringiensis o como el Spinosad que es un insecticida derivado
del Saccharopolyspora spinosa (68,69).

El uso de larvicidas quimicos estd ampliamente usado como principal método de
control en los programas de ETV. El larvicida organofosforado (OP) temefos se
utiliza comanmente debido a su rentabilidad y aceptacion de la comunidad (66).
Otros larvicidas usados actualmente son los analogos sintéticos de la hormona de
crecimiento de los mosquitos, entre estos se encuentran el novaluron, metopreno
y pyriproxifen e inhibidores de la sintesis de la quitina como el diflubenzuron (65).

En cuanto al control de los mosquitos adultos, la premisa principal es que estas
intervenciones de control reduzcan la densidad poblacional de los vectores,
disminuyendo la probabilidad diaria de supervivencia de los mosquitos y el
contacto de los vectores con los seres humanos, impactando asi la transmision
del virus (70). Tenemos entonces dentro de estos métodos de control las
fumigaciones espaciales (ULV o0 aéreas usando aviones), intradomiciliares
(fumigaciones con niebla y rociado) vy la proteccién personal usando materiales
impregnados con insecticidas y los repelentes, preferiblemente con el uso de
insecticidas residuales como los piretroides (16). Se podria decir que actualmente
las intervenciones de control en la mayoria de paises tropicales, se basan
practicamente en el uso de insecticidas quimicos.

Sin embargo, la lucha contra las enfermedades transmitidas por vectores en las
zonas tropicales y subtropicales, se ve amenazada por la evolucion cada vez mas
rapida de la resistencia a los insecticidas usados en salud publica, debido a que el
control vectorial se ha convertido en la piedra angular de la lucha contra las
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enfermedades trasmitidas por Ae. aegypti, por lo tanto herramientas de control
alternativas deben ser incluidas en las estrategias de manejo de los vectores. La
puesta en marcha de organismos modificados genéticamente o la transgénesis de
insectos son un nuevo tipo de herramientas novedosas, sin embargo adn estan en
evaluacion (65).

Dentro de este grupo de herramientas de control vectorial que se encuentran en
desarrollo o evaluacion, podemos mencionar aquellas logradas gracias a la
bioingenieria que han desarrollado mosquitos que poseen ciertas caracteristicas
de interés como por ejemplo machos estériles, mosquitos transgénicos y
mosquitos transfectados con bacterias endosimbiontes como Wolbachia (71,72).
Estas nuevas metodologias tienen como objetivo reemplazar las poblaciones de
mosquitos silvestres y en teoria interrumpir la transmisién de la enfermedad. Sin
embargo a medida que la simple sustitucion de una poblacion de insectos es
completada por una cepa deseada, se deben desarrollar estrategias que permitan
el reemplazo de la poblacion silvestre, debido a que la difusion de los transgenes o
endosimbiontes no son propensos a propagarse a través de la poblacion por si
solos, lo que requiere de mecanismos eficaces de accionamiento del gen, en
presencia de algun estimulo y que este gen u organismo pueda ser transmitido a
las siguientes generaciones, razon por la cual muchos de estas nuevos métodos
de control resultan ser muy costosos para los programas de ETV (71).

4.4. Uso de los insecticidas en el control de las enfermedades transmitidas
por vectores (ETV)

Las intervenciones de control de vectores con insecticidas son actualmente el pilar
para reducir, al minimo, la carga de las enfermedades transmitidas por artrépodos
en todo el mundo(6). Se han hecho numerosos esfuerzos para introducir métodos
ambientales, biologicos e inmunolégicos de control vectorial. Sin embargo los
insecticidas quimicos son esenciales para la mayoria de los programas de control,
sobre todo cuando no estan disponibles medios alternativos de prevencion de la
transmision de la enfermedad en épocas de epidemias (65). Sin embargo, el uso
de estos productos quimicos en una creciente escala ha llevado al desarrollo
generalizado de la resistencia a insecticidas, como resultado de la seleccion de
ciertos genes que confieren resistencia a las poblaciones de los vectores(73-75).
El uso intensivo de insecticidas de sintesis organica utilizados para controlar
artrépodos plaga y vectores de enfermedades ha dado lugar a resistencia a los
pesticidas en mas de 400 especies de artropodos de importancia meédica y
agricola (17,18,43).

Para el control de las enfermedades de transmision vectorial (ETV) cuatro clases
de insecticidas quimicos han sido usados. Los organoclorados, como el
diclorodifeniltricloroetano mas conocido como DDT, que fue el primer insecticida
sintético usado en las campafias de erradicacion de la malaria (76) y control del
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dengue (77). En el segundo grupo se tiene los organofosforados (OP); dentro de
los organofosforados que se mas usan actualmente encontramos el temefos, que
es el larvicida usado ampliamente para el control de los criaderos encontrados en
las viviendas y en via publica (66) y el insecticida malation, usado para el control
de los adultos, a través de fumigacion a ultra bajo volumen (ULV) principalmente
en épocas de brotes (78-80).

Los otros grupos de insecticidas usados son los carbamatos, entre ellos tenemos
el bendicarb y propoxur y los piretroides (PYR) como la permetrina,
lamdacialotrina, deltametrina y ciflutrina. Los insecticidas PYR representan el 25%
del mercado de los insecticidas en el mundo y siguen siendo el pilar de los
programas de control de vectores (16). El uso de insecticidas piretroides sin
embargo ha ido en aumento, y el de los organoclorados y algunos de los
compuestos organofosforados mas toxicos ha disminuido en los ultimos afos
debido a los informes de resistencia y a la asociacion de estos insecticidas con
presencia de cancer y afectacion de otros organismos (76).

Debido a que los piretroides son seguros para el contacto cercano para los
mamiferos y tienen un efecto rapido y persistente sobre los mosquitos en dosis
bajas, los miembros de este grupo de insecticidas son en la actualidad los Unicos
recomendados para el tratamiento de toldillos, cortinas y superficies como las
paredes y para las fumigaciones ULV y el rociado residual dentro de las viviendas
(16).

4.5. Laresistencia a insecticidas en Aedes (Stegomyia) aegypti en el mundo

En Ae. aegypti, la resistencia a insecticidas usados en salud publica ha sido
ampliamente registrada en América Latina, Africa y Asia, gracias a diferentes
estudios basados principalmente en bioensayos de susceptibilidad tanto en larvas
como en adultos (18,19,76). Los datos de monitoreo de la resistencia a
insecticidas disponibles a través de los estudios realizados por diversos
investigadores han revelado que los niveles de resistencia a organofosforados y
piretroides estan aumentando en las diferentes poblaciones de Ae. aegypti (18).

Los primeros registros de resistencia a insecticidas en mosquitos fueron
reportados en Africa, debido al amplio uso de DDT en este continente durante las
campafias de erradicacion de la malaria desde el afio 1946; posteriormente mas
de 50 especies de vectores, incluyendo poblaciones de Ae. aegypti de varios
paises fueron encontradas altamente resistentes para este tipo de insecticida
(8,76,81-83). Debido a la alta y persistente resistencia al DDT, en los programas
de ETV el uso de este insecticida fue cambiado por otros insecticidas de diferente
clase como los organofosforados, carbamatos y los piretroides de origen sintético
como la permetrina, la deltametrina, la ciflutrina y la lambdacialotrina (76).
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En el afio de 1992, la OMS en el 15vo reporte sobre resistencia a insecticidas en
vectores de enfermedades (17), describié en Ae. aegypti resistencia a diferentes
clases de insecticidas en la region del Caribe y el continente americano, en aquel
entoces continuaba la susceptibilidad para malation, temefos y fenitrotidn,
insecticidas comunmente utilizados en las campafias de control de dengue. Sin
embargo a partir de 1995, se registré la emergencia de resistencia a malation y
temefos en esta zona (66,78,79,84).

Una revision bibliogréfica realizada en el afio 2008 por Ranson y colaboradores
brindé un panorama general de la resistencia a insecticidas en vectores de DENV,
ellos describieron que la resistencia al temefos y a los piretroides se encuentra
ampliamente distribuida en el mundo, sin embargo resaltan que la mayoria de los
estudios han sido realizados en Tailandia, India y Brasil (18).

La dltima actualizacion sobre la resistencia a insecticidas piretroides y
organofosforados y su distribucion a nivel global, fue publicada el 20 de julio del
2017(19). De acuerdo a los hallazgos de los investigadores, los reportes de
resistencia se encuentran principalmente en Africa, América Latina y Asia, donde
los insecticidas con mayor frecuencia de resistencia reportada nuevamente a
temefos y piretroide deltametrina (Figura 3).
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Figura 3. Paises donde se han registrado resistencia a insecticidas piretroides y
organofosforados (afios 2006 a 2015). Modificado de C. Moyes & D. Weetmain.
2017 (19).

Estos estudios nos dan un panorama general de la amplia distribucion y problema
real de la resistencia a los insecticidas usados para el control de las enfermedades
transmitidas por vectores a nivel mundial.

4.6. Resistencia a los insecticidas piretroides y sus mecanismos en Aedes
(Stegomyia) aegypti

4.6.1. Insecticidas piretroides

Los piretroides (también conocidos como piretroides sintéticos) son insecticidas
gue se usan ampliamente en el control de los insectos de importancia agricola,
veterinaria y salud publica. Estos insecticidas son los analogos sintéticos de las
piretrinas, que son insecticidas de origen botanico derivados de la flor del
crisantemo “Chrysanthemum cineraruifolium”. Los piretroides se originaron
mediante sucesivas modificaciones isostéricas de la estructura quimica de las
piretrinas (85).
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Los piretroides se caracterizan por ser fotoestables, con alta actividad insecticida,
baja toxicidad para los mamiferos y limitada persistencia en el suelo. Son usados
ampliamente en salud publica porque son relativamente seguros para los
humanos y su rapido efecto de derribo a dosis bajas (16).

El primero de estos compuestos usado en salud publica para el control de
vectores de arbovirus fue el fenvalerato, que fue comercializado en 1978; hasta el
momento se encuentran 42 ingredientes activos de piretroides, que difieren en su
estructura quimica.

La mayoria de los piretroides son ésteres sintéticos derivados de las piretrinas;
muchos de los insecticidas piretroides presentan un anillo ciclopropanico aunque
otros carecen de este elemento. Estos compuestos son ciclopropano carboxy-
esteres acidos, con dos grupos metilo en el carbono (C) 2 y una cadena
insaturada en C-3.

a carbon

ct
CN

4,
C D O H Mitad hedn Mitad alcohahica

A. B.

Figura 4. A. Estructura basica de los piretroides. B. Estructura quimica del
piretroide tipo Il cipermetrina. La estructura basica del piretroide consiste en una
mitad acida y otra mitad alcohdlica. Los PYR tipo Il también tienen un grupo ciano
en el carbén a de la mitad alcohdlica. Para los PYR tipo Il el carbono a es un
centro de quiralidad (86).

De acuerdo a la presencia o ausencia del grupo a - ciano en su carbono central,
los piretroides pueden ser clasificados como tipo | o tipo Il; en general el tipo | son
esteres de alcoholes primarios o secundarios que carece del grupo a - ciano en su
estructura quimica, mientras que los PYR Tipo Il son esteres de alcoholes
secundarios que tiene un grupo a — ciano-3-fenoxibencilo(87) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura quimica de los insecticidas piretroides Tipo |y Tipo II.
(Tomado de https://es.wikipedia.org/wiki/Piretroide).

4.6.2. Mecanismo de accion de los insecticidas piretroides

Los insecticidas piretroides son ampliamente utilizados para el control de los
mosquitos adultos, especialmente durante los brotes de arbovirus(88). Los PYRs
ejercen efectos toxicos sobre los mosquitos, alterando la funcién de los canales
de sodio dependientes de voltaje o “Voltage Gate Sodium Channel’(VGSC); estas
proteinas son esenciales para la sefializacion eléctrica adecuada en el sistema
nervioso del mosquito (89).

Los piretroides promueven y prolongan la activaciéon del VGSC al interactuar con
dos sitios distintos en el canal que son los receptores de los piretroides (73).

Los canales de sodio de los insectos comprenden cuatro dominios homélogos (I -
IV), cada uno de los cuales tiene seis segmentos (S) de extensién de membrana
(S1 - S6) (Figura 6) (73).

| Il ] vV
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1123 12|13 1(2(3 112|3
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Sitios de union de los
insecticidas piretroides

Figura 6. Estructura del canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC) Ae.
aegypti. La topologia del canal de sodio que indica las caracteristicas de
secuencia que son criticas para la funcion de canal. EI VGSC contiene cuatro
repeticiones homologas (I-1V), cada una de las cuales tiene seis segmentos
transmembranales (S6). MFM es un motivo de metionina caracteristico de los
insectos ( Figura modificada de Dong 2014 (73)).
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Los segmentos S4 junto con los segmentos S1-S3 constituyen los modulos de
deteccion de voltaje, mientras que S5, S6 y el bucle reentrante de la membrana
(denominado region P), que conecta los segmentos S5 y S6, forman el médulo del
poro (89). En respuesta a la despolarizacion de la membrana, los segmentos S4
se mueven hacia fuera, iniciando la apertura de los canales de sodio (es decir, la
apertura de la puerta de activacion). Este proceso se llama activacion. La puerta
de activacion esté situada en el extremo citoplasmatico del poro, donde convergen
los cuatro segmentos S6 (73,87,89,90).

Después de una breve apertura, el canal de sodio se inactiva. Esto se logra
mediante el movimiento de una particula de inactivacion (formada principalmente
por residuos en el ligando intracelular corto conectando los dominios Il y IV), que
ocluye fisicamente el poro abierto. Tras la repolarizacion, el canal de sodio se
recupera de la inactivacion rapida y se desactiva (es decir, el cierre de la
compuerta de activacion) (87,89).

Los piretroides inhiben principalmente la desactivacion y la inactivacion de los
canales, dando como resultado una apertura prolongada de los canales de sodio.
Como consecuencia, los piretroides provocan el disparo repetitivo y la
despolarizacién de la membrana nerviosa, interrumpiendo la sefializacion eléctrica
en el sistema nervioso del insecto (91).

Los piretroides de tipo | carecen de un grupo a-ciano que esta presente en la
posicion de alcohol fenilbencilico de los piretroides de tipo Il. Los piretroides tipo |
producen descargas repetitivas en respuesta a un unico estimulo, mientras que los
piretroides de tipo Il provocan una despolarizacion de la membrana acompafada
de una supresion del potencial de accién por lo que los hace mas toxicos para los
insectos (91,92).

4.6.3. Mecanismos de resistencia a insecticidas piretroides en Aedes
(Stegomyia) aegypti

La resistencia a insecticidas piretroides en Ae. aegypti, es un fenbmeno genético
complejo que opera a través de la herencia poligénica (74,75,93). Este fendbmeno
esta definido como un cambio heredable en la susceptibilidad a los insecticidas,
es decir la capacidad que tiene los mosquitos de resistir la dosis de los
insecticidas que resultaria letal a la poblacion (43). El desarrollo de la resistencia a
los insecticidas es un proceso dinamico y complejo que depende directamente de
factores genéticos, fisioldgicos, conductuales y ecologicos de las plagas de
artrépodos y depende indirectamente de los factores operacionales, incluidas las
categorias de insecticidas utilizados, el tiempo de aplicacion, la tasa, la cobertura 'y
método (43,94)

Una poblacién de mosquitos puede tener varios tipos de resistencia:
e Resistencia simple: Es decir un solo mecanismo de resistencia
¢ Resisistencia multiple: Varios tipos de resistencia simultanea

41



e Resistencia cruzada: Un Gnico mecanismo de resistencia puede conferir
resistencia a insecticidas de diferente grupo quimico, pero que comparten el
mismo sitio de accion. Ejemplo de la resistencia cruzada que se ha
documentado es la que se ha encontrado entre el DDT y los piretroides,
pues ambos insecticidas tienen el mismo sitio de accion (23,95,96).

La resistencia a insecticidas se considera una ameneza a la salud publica, pues
La capacidad de los mosquitos para resistir los insecticidas representa un
problema para la prevencion de enfermedades por arbovirus como DENV, CHIKV
y ZIKV. La deteccion y el monitoreo de las resistencias desarrolladas por las
poblaciones de mosquitos naturales es esencial para permitir su manejo en el
campo mientras no haya alternativas operativas para el uso de insecticidas (97).

Existen dos mecanismos principales de resistencia a piretroides. El primero es
incremento en el metabolismo y excrecién de los insecticidas por medio de las
enzimas de detoxificacién, particularmente por citocromos P*° y las GST (43) y el
segundo mecanismo son las alteraciones en el sitio diana del insecticida conocida
como mutaciones Kdr (81).

4.6.1. Resistencia metabdlica

Tres familias de enzimas, los citocromos P*°, glutation S transferasas y las
esterasas carboxy/colinestesas estan implicadas en el metabolismo de los
insecticidas, ya que cada una de ellas cataliza un amplio rango de reacciones de
detoxificacion de los ingredientes activos de estos compuestos (98).

Actualmente se conocen unos 760 genes en los tres cromosomas de Ae. aegypti
que codifican enzimas de desintoxicacion, transportadores, receptores de
neurotransmisores y canales de sodio (Figura 7). Cuarenta y nueve de estos
genes codifican esterasas, 22 de ellos pertenecen a las alfa esterasas. Veinte
seis genes codifican enzimas GST, en particular GST de los grupos épsilon y
delta, relacionadas con resistencia al DDT (98-100). Se han identificado 160
genes pertenecen a los citocromos P*° (CYP); 41 de estos genes son
candidatos como marcadores moleculares de la resistencia a los piretroides, ya
gue se han encontrado sobre-expresados en mosquitos resistentes a deltametrina
(101,102).

Diferentes estudios utilizando gPCR, micro arreglos y el analisis del
transcriptoma de Ae. aegypti resistentes a PYR'S, han confirmado que la alta
actividad de los citocromos P**° esta fuertemente asociada con la resistencia a
este tipo de insecticidas y han identificado un conjunto de cuatro genes de
citocromos (CYP9J26, CYP9J27, CYP9J28 Y CYP9J32) que estan implicados en
el metabolismo de los insecticidas piretroides, por lo que podrian ser considerados
como marcadores principales de resistencia a piretroides (103-106), Sin embargo
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la mayoria de estos estudios se han realizado con cepas de Ae. aegypti
seleccionadas en el laboratorio para ser resistentes y aun hay muy poca
informacion sobre estas enzimas en poblaciones naturales.
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Figura 7. Cromosomas (I, Il y Ill) de Ae. aegypti. En la figura se puede observar el
mapa de ligamiento de los principales enzimas de detoxificacién (citocromos P*%s,
esterasas y glutation transferasas (GST) y marcadores de resistencia a
insecticidas en asteriscos (*) (tomado de Saavedra et al., 2008 )(107)

4.6.1.1. Enzimas carboxilesterasas

Estas enzimas catalizan la hidrolisis de los ésteres carboxilicos, se ha encontrado
gue los cambios en sus niveles de expresion, es el mecanismo de resistencia que
ocurre con mayor frecuencia en los insectos. Niveles altos de las enzimas
esterasas se han asociado a la resistencia a los insecticidas organofosforados y
piretroides (95).

Las esterasas son una familia de seis proteinas agrupadas en dos superfamilias
denominadas alfa y beta esterasas. En Ae. aegypti, estas enzimas estan
codificadas por un grupo de genes en el mismo cromosoma, cada gen puede sufrir
modificaciones que confieren resistencia al insecticida al inducir una sobre
produccion de estas enzimas o modificaciones estructurales que las hacen mas
eficientes para detoxificar los compuestos (108).

4.6.1.2. Enzimas glutation S transferasa

Las glutation S-transferasas o GSTs, son enzimas involucradas en la
desintoxicacion de xenobidticos en muchos organismos. Estas enzimas
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metabolizan una amplia gama de compuestos hidréfobos toxicos, como,
insecticidas y sustratos toxicos endogenos. Estas enzimas catalizan la
conjugacion del glutation al centro hidrofilico de las sustancias toxicas, permitiendo
el aumento de la solubilidad de los compuestos y por ende faciltar la posterior
secrecion de los productos formados en el proceso de descomposicion de los
insecticidas catalizado por estas enzimas (100)

Las GST se dividen en tres grupos principales dependiendo de su ubicacion en la
célula: citosoélico, microsomico y mitocondrial. Las GST mitocondriales no se han
encontrado en especies de insectos, incluidos los mosquitos. Las GST citosélicas
en insectos se agrupan en seis tipos diferentes: Delta, Epsilon, Omega, Sigma,
Theta y Zeta. La mayoria de las GST involucradas en el metabolismo de
xenobidticos en insectos pertenecen a la clase Delta y Epsilon. Las GST en
insectos han estado implicadas en la resistencia a los insecticidas a través de su
metabolismo directo, secuestro o proteccion contra efectos toxicos secundarios
como el aumento de lipidos peroxidacion inducida por la exposicion a insecticidas
(96,98,100).

Mas recientemente, también se ha inferido que las GST pueden desempefar dos
funciones diferentes en el metabolismo de los insecticidas, la primera al unir y
secuestrar insecticidas y la segunda al proteger contra el estrés oxidativo cuando
esto es un subproducto de la toxicidad por insecticidas como con los
piretroides(109). Sin embargo, todavia se entiende muy poco sobre el rol de las
GST y la resistencia a los insecticidas piretroides (75).

4.6.1.3. Citocromos P*®°

Los citocromos P**° también conocidos como monooxigenas de funcién mdltiple
estan presentes en todos los insectos. Estas enzimas estan involucradas en el
crecimiento y desarrollo a través del procesamiento de acidos grasos, hormonas y
feromonas; en el metabolismo de productos de plantas secundarias y productos
quimicos sintéticos como los insecticidas(108). Los citocromos P**° son enzimas
gue contienen grupos hemo-tiolatos que estan presentes en casi todos los
organismos y estan involucradas en el metabolismo de una amplia gama de
moléculas (110). La mayoria de los P450 que estan involucrados en procesos de
desintoxicacion se expresan en el reticulo endoplasmatico y catalizan la oxidacion
de xenobidticos o compuestos enddgenos en presencia de su donante de
electrones obligatorio (CPR) el NADPH-citocromo P450-reductasa y a veces el
Cyt b5 (citocromo b5)(103,104,110)

Los citocromos P**° esta implicados en muchos casos de resistencia metabdlica a
organofosforados, piretroides y DDT. Y estas enzimas se expresan principalmente
en los tejidos del intestino, cuerpo graso, el tracto reproductivo y los tubos de
Malpighi (103,106,108,110,111).
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4.6.2. Resistencia molecular

En cuanto a la resistencia molecular, esta es el resultado de cambios
estructurales en los sitios blancos de accion de los insecticidas PYRs y DDT en el
sistema nervioso central del insecto, que induce a una menor afinidad por el
insecticida(43). Ejemplo de este fendmeno son las mutaciones en el gen del canal
de sodio dependiente de voltaje de los mosquitos (VGSC), conocidas como
mutaciones kdr, mismas que se han identificado y han demostrado estar
asociadas a la resistencia cruzada entre PYRs y DDT y que reduce la sensibilidad
de los insectos a los insecticidas de este tipo(81,112-114).

Las mutaciones en el canal de sodio son un importante mecanismo de resistencia
que se denomina: resistencia “Knockdown” o “kdr’ y es el resultado de
alteraciones en la proteina que conforma los canales de sodio dependiente de
voltaje (73). Este canal es un poro formado por a-subunidades que consta de una
sola cadena polipeptidica con cuatro dominios internos homélogos (I-1V), cada uno
con seis hélices transmembranales (S1-S6). Los dominios se ensamblan en un
poro acuoso central, bordeado por los S5- S6 linkers (P-loops)(73).

La secuencia del canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC) estéd altamente
conservada entre los animales, y debido a su papel fisiolégico, hay pocas
mutaciones viables en esta molécula (89). Sin embargo, se han encontrado
insectos que poseen estas mutaciones y que les confieren resistencia al DDT vy
piretroides(81,115).  El fenotipo kdr estd asociado con la clasica sustitucion
leucina a fenilalanina (Leu1014Phe), numeracion basada en la secuencia primaria
del Na, de Musca domestica. Esta mutacion esta ubicada en el segmento
hidrofébico 6 del dominio Il (1IS6) y esta relacionada con la resistencia a
piretroides en varias especies de insectos (81,87). En mosquitos esta mutacion ha
sido relacionada con alta resistencia a piretroides en Anopheles gambiae de
Africa, (43,116) y mas recientemente en poblaciones de Culex quinquefasciatus
de México(117).

En Ae. aegypti no se ha encontrado la sustitucion clasica Leul014Phe, sin
embargo, se han reportado otras sustituciones en el dominio Il en los segmentos
hidrofébicos S5 y S6 del canal de sodio: Gli923Val en cepas de Indonesia,
Tailandia y Brasil, Leu982Trp en Vietnam, Val1l016Gli en Tailandia (113,118) y las
mutaciones 1lel011Met, llel011Val y VallOl6lle en cepas de Latinoamérica
(81,112). En poblaciones de Ae. aegypti de América Latina, se han identificado las
mutaciones llel011Met en Brasil, de las localidades de Belén y Rio de Janeiro y
en poblaciones de Venezuela, Panama, Nicaragua, Costa Rica, Cuba, Colombia
México y las islas del Caribe, donde se identificaron las mutaciones lle1011Val,
Vall016lle y Phel534Cys estas dos Ultimas asociadas con resistencia a
piretroides en Latinoamérica (Figura 8) (22,23,79,88,119-124).
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En Ae. aegypti, la mutacion Vall016lle fue descrita por primera vez en 2006,
donde fue asociada con una alta resistencia al piretroide permetrina;
posteriormente una segunda mutacion, la Phel534Cys también se encontré que
estaba asociada con la resistencia a los piretroides y se correlacioné con la
frecuencia de Vall016lle (88).

La mutacion Vall016lle se produce por a un cambio en un nucleotido (G=A) en
la primera posicion del codon 1016 del dominio Il del VGSC; este simple cambio
causa una sustitucion del aminoacido valina a una isoleucina(112). La mutacion
Phel534Cys esta ubicada en el dominio Ill del VGSC, en el codén 1534, donde un
cambio del nucledtido T a G, produce una sustitucién del aminoacido fenilalanina a
una cisteina (123).
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Figura 8. Representacion grafica del canal de sodio dependiente de voltaje de
Aedes (Stegomyia) aegypti y las mutaciones kdr que confieren resistencia a
piretroides.

4.7. Control de Aedes (Stegomyia) aegypti en Colombia

Desde los afos 50s los programas de control de vectores han aplicado una serie
de insecticidas en respuesta a las campafias de erradicacion de la malaria y de
Ae. aegypti; el primer insecticida en ser usado fue el DDT, suspendido
posteriormente a finales de los afios 90°s, en parte por detectarse poblaciones
resistentes a este compuesto (125) . El primer reporte de resistencia a insecticidas
en Ae. aegypti, fue registrado en 1956 en la ciudad de Cucuta donde se
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identificaron poblaciones resistentes al DDT(126). Debido a la suspension de este
compuesto, los insecticidas organofosforados como el temefos, el malatiéon y el
fenitrotion fueron incorporados como insecticidas para uso en salud publica;
posteriormente, en el afio 1996 se registrd por primera vez resistencia al temefos
en Cali (Valle del Cauca) (108). A partir de la década de los 90s se inici6 el uso de
piretroides y se ha venido rotando la aplicacién de diversas moléculas para el
control de mosquitos: deltametrina, lambdacialotrina, ciflutrina, fenitrotion, malation
y pirimifos-metil (125).

En Colombia, debido a que en los ultimos tres afios las infecciones por DENV,
CHIKV y ZIKA se han incrementado por brotes epidémicos en varios
departamentos del pais, los programas de control vectorial han intensificado sus
acciones, orientadas en las guias sobre “Gestion para la vigilancia entomoldégica y
control de la trasmisién del dengue (2012)"(33), como también bajo los pardmetros
del “Plan nacional de respuesta frente a la introduccion del virus CHIKV en
Colombia (2014)’(32). Estas dos guias sugieren que para las intervenciones de
control de vectores, se utilicen insecticidas adulticidas y larvicidas como los
organofosforados malatién, fenitrotion, pirifos-metil y temefos. En el caso de
aguellos municipios se haya detectado resistencia al insecticida temefos, se
sugiere usar Bacillus thuringiensis, como método alternativo del control de los
criaderos de Aedes aegypti. EI uso de los insecticidas piretroides (PYRS) esta
recomendado en el caso de los toldillos impregnados para la proteccion del
paciente en fase virémica y para control de los mosquitos adultos usando
fumigacion a ultra bajo volumen (ULV).

Estas guias estan basadas de acuerdo a los resultados previos de estudios de
resistencia a insecticidas en el pais, donde se sugirié el uso del organofosforado
malation para el control del vector del dengue, debido a que fue el Unico
insecticida al cual no se observo resistencia en el pais (127). El malatién, es un
insecticida que se ha usado en diversos paises latinoamericanos, sin embargo su
uso es complejo por el rechazo de las poblaciones debido a su fuerte olor y efecto
corrosivo, aunado que también se conoce de la existencia de emergencia de
resistencia en algunas poblaciones de Ae. aegypti. (12,78).

Actualmente el malation fue eliminado del mercado europeo por la regulacion de la
comision europea en 2009 (12) y la OMS ingresé al malation en el grupo 2A por
las "evidencias limitadas" de que produciria linfoma y cancer de prostata en
humanos (12-14). Estos hallazgos sugieren suspender el uso actual del malation
tanto en agricultura como en la salud publica y ser reemplazado por un insecticida
con menor grado de toxicidad para los mamiferos y otros organismos vivos.

Entre los insecticidas de uso en salud publica, los piretroides son los que
presentan menor toxicidad para los mamiferos, debido a que son seguros para el
contacto cercano y tienen un efecto rapido y persistente sobre los mosquitos en
dosis bajas (16). Ademas, son los unicos insecticidas recomendados para el
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tratamiento de toldillos, paredes y diferentes materiales (15,16). Lo que hace que
estos insecticidas sean de primera linea para su uso en salud publica y hogares.
Sin embargo, se ha reportado la emergencia de resistencia a PYRs en varias
poblaciones de Ae. aegypti del mundo (17,73,81,104,112,128) y en diversas
localidades del pais, (8,21,22,83,127,129) posiblemente asociada a la constante
exposicion a esta clase de insecticidas y/o a la resistencia cruzada con otros
insecticidas como organofosforados o a la persistencia de resistencia al DDT,
insecticida que se utilizé en las campafias antivectoriales por mas de 50 afios en
las Américas(77).

En algunos paises de Latinoamérica como México, el uso del malation fue
suspendido al inicio de los afios 2000 y reemplazado por piretroides
(Comunicacién personal MsC. Felipe Dzul); a partir de este afio se inicié con el
uso de piretroides sintéticos combinados con inhibidores de enzimas como
elesbiol y butdéxido de piperonilo, estos compuestos aumentan la eficacia de los
piretroides al inhibir las enzimas de los mosquitos encargadas de detoxificar el
ingrediente activo del insecticida en uso; igualmente se recomienda el uso de
ciflutrina y bifentrina para aplicaciones a ULV, ya que este formulado es
practicamente inodoro, no mancha, no es corrosivo, nho es dafino en personas,
vida silvestre y medio ambiente; ademas, la exposicion directa en personas no
alérgicas es poco probable que ocasione reacciones adversas (15,16).

Si bien la resistencia a los insecticidas piretroides esta presente en las
poblaciones de los mosquitos vectores del pais, el uso de éstos no se puede
limitar, ya que es el producto de uso en los hogares y el que permitira la
introducciébn de nuevas estrategias de control como el uso de materiales
impregnados y fumigaciones espaciales ULV con formulados en base acuosas.
Ademas, los piretroides son menos contaminantes para los organismos y el medio
ambiente, minimizando asi el impacto de las fumigaciones sobre el mismo.

4.8. Resistencia a los insecticidas de uso en salud publica en Colombia

En Colombia, gracias a varios estudios en poblaciones de campo de Ae. aegypti
se ha documentado la evidencia de que las poblaciones de esta especie pueda
generar resistencia a casi todos los tipos de insecticidas usados en salud publica,
incluyendo los organofosforados (que son los que actualmente se estan usando) y
a los piretroides(127). Se ha observado que este fendmeno varia dependiendo de
las localidades y que hay una alta y generalizada resistencia al insecticida DDT, el
cual no se usa en Salud Publica en el pais desde hace mas de 20 afos. Otros
hallazgos interesantes es que las poblaciones de mosquitos en el pais, pueden
expresar como mecanismos de resistencia las esterasas y las enzimas P*° en
respuesta a la presién por estos insecticidas, al igual que otros mecanismos de
resistencia asociados a piretroides que han sido evaluados en estudios puntuales
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por otros investigadores como las enzimas GST’'s y las mutaciones Kdr (Tabla 1)
(8,21,22,83,125,127)

Durante los afios 2004 al 2008 se realiz6 un mapeo de la resistencia en Ae.
aegypti de 12 departamentos de Colombia, donde se incluyeron insecticidas que
han sido o no usados en salud publica. Este proyecto multicéntrico fue ejecutado
por el Centro internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM),
El programa de Estudio y Control de enfermedades (PECET), la Universidad
Nacional de Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) y Secretarias
Departamentales de Salud. Los resultados de este trabajo evidenciaron que en
Colombia las poblaciones de Ae. aegypti pueden presentar resistencia a casi
todos los tipos de insecticidas, incluyendo los organofosforados y los piretroides
(127).

En este estudio se reporté que las poblaciones aun pertenecientes al mismo
departamento, presentan diferentes grados de susceptibilidad, debido
posiblemente a los mecanismos de resistencia asociados. Entre los principales
hallazgos fue la deteccion de una alta resistencia al DDT en todas las poblaciones
de Ae. aegypti; ademas varias poblaciones presentaron resistencia a los
piretroides lambdacialotrina, permetrina, etofenprox y deltametrina. Resistencia
gue puede ser producto de la reaccion cruzada entre los piretroides y el DDT, ya
que el ingrediente activo de ambos tipos de insecticidas, tiene como sitio de accién
el canal de sodio dependiente de voltaje ubicado en las neuronas de los
mosquitos(8,21,22,83,125,129) (Figura 6 ).

La resistencia cruzada entre el DDT y los piretroides puede estar asociada a dos
mecanismos principalmente; el primero puede ser el aumento en la actividad de
las enzimas GST y en particular la sobre expresion de la GST épsilon 2 (GSTe2),
que se ha encontrado en cepas DDT resistentes que han sido estudiadas en
Colombia(21), y el segundo mecanismo son las mutaciones Kdr. Al parecer en
nuestras poblaciones este puede ser el principal mecanismo que explique este
fenbmeno; Maestre y colaboradores en el 2014 evaluaron siete poblaciones del
Caribe Colombiano, donde se registré resistencia a los insecticidas permetrina,
ciflutrina, deltametrina y lambdacialotrina, y en estas poblaciones se reporté por
primera vez para Ae. aegypti de Colombia la mutacién lle1016 en el gen del canal
de sodio dependiente de voltaje (22).

Otro hallazgo interesante de estos estudios es que nuestras poblaciones de Ae.
aegypti se presenta resistencia generalizada a la lambdacialotrina (piretroide tipo
II), este tipo de insecticida es usado en salud publica en el rociado residual
intradomiciliar, como parte de las medidas de control para malaria y dengue en
zonas endémicas (21,125), y que también es usado por las comunidades que
aplican sistematicamente aerosoles insecticidas adquiridos en el mercado y cuyo
ingrediente activo es este compuesto (83).
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Figura 9. Mapa de la distribucion de la resistencia a piretroides y sus mecanismos
en Aedes (Stegomyia) aegypti de Colombia 2008-2015 (8,21,22,83,126,127,129).

En aquellas poblaciones de mosquitos donde se ha observado la resistencia a
este insecticida, posiblemente el mecanismo que esta actuando, es el incremento
de la actividad de las enzimas Citocromo P**°, aunque otros autores han asociado
la mutacion kdr Phel534Cys como mecanismo principal de resistencia a
piretroides tipo Il en poblaciones de Ae. aegypti de las Islas Caiman, México,
Arabia Saudita, China, Indonesia, Tailandia y Jamaica; inclusive esta mutacion es
la mas frecuente en poblaciones de Venezuela que han sido encontradas como
resistentes a lambdacialotrina (78,88,113,114,118,120,123,130).

A continuacion en el cuadro 1, se describen los estudios que han reportado
resistencia a piretroides en el pais y sus potenciales mecanismos asociados.
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Cuadro 1. Resistencia a insecticidas piretroides y sus mecanismos en poblaciones
de Aedes (Stegomyia) aegypti de Colombia (Afios 2004-2017).

Departamento Piretroide Mecanismos de Referencia
Resistencia

Antioquia Lambdacialotrina, GST (GSTe2) (21,127)
permetrina, ciflutrina,
etofenprox

Atlantico Lambdacialotrina, Mutacion kdr (22,127)
deltametrina, permetrina, Illel1016Val
ciflutrina

Caqueta Lambdacialotrina, (83,127)
deltametrina

Casanare Lambdacialotrina, Citocromo P*°  (127)
deltametrina, permetrina

Cesar Lambdacialotrina, (227)
deltametrina, permetrina

Choco Lambdacialotrina, Citocromos P*°, (21,125,127)

Cundinamarca

permetrina, etofenprox

Lambdacialotrina,
deltametrina

GST (GSTe2)

(83,108,127)

Guainia Lambdacialotrina, (127),
deltametrina

Guaviare Lambdacialotrina (127)

Huila Lambdacialotrina, Citocromo P*°  (8,108,127)
deltametrina

La Guajira Lambdacialotrina (227)

Magdalena Lambdacialotrina (227)

Meta Lambdacialotrina, Citocromo P*°  (83,108,127)
permetrina

Narifio Lambdacialotrina Citocromo P*°  (8,108,127)

Norte de Lambdacialotrina, (227)

Santander deltametrina, permetrina

Putumayo Lambdacialotrina, Citocromo P*°, (21,108,127)
permetrina, ciflutrina, GST (GSTe2)
etofenprox

Sucre Deltametrina (227)

Santander Lambdacialotrina Citocromo P*°  (83,108,127)

Tolima Lambdacialotrina (227)

Valle del Cauca  Lambdacialotrina Citocromo P*°  (2,8,108)

Sucre Lambdacialotrina Mutacion kdr (23)

Phel534Cys
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4.9. Manejo de laresistencia a piretroides y otros insecticidas

“La gestion eficaz de la resistencia a insecticidas solo es posible si se
comprenden los mecanismos que sustentan el fenotipo resistente”.(107)

La vigilancia de la resistencia es un paso esencial en la gestion (manejo) de la
resistencia a los insecticidas o MRI (IRM “Insecticide Resistance Management”),
proporcionando datos base para la deteccion temprana de la resistencia, la
planificacion de programas alternativos de control y la seleccion de plaguicidas
adecuados. Conocer el mecanismo de resistencia que esta operando en las
poblaciones resulta Util pues la seleccién de los insecticidas deberia estar basada
en la susceptibilidad de los mosquitos y del mecanismo de resistencia.

En Ae. aegypti los bioensayos de la OMS o de CDC (20) al igual que las pruebas
bioquimicas (131), son las herramientas mas ampliamente utilizadas para
identificar el fenotipo de las poblaciones y el mecanismo enziméatico asociado a la
resistencia en una poblacibn de mosquitos en particular. Sin embargo cabe
resaltar que existen mecanismos de resistencia a nivel genético, como las
mutaciones en los sitios diana de los insecticidas y estas solo pueden ser
detectadas por métodos de biologia molecular. Estas metodologias no se
encuentran disponibles en todas las secretarias de salud, razén por la cual un
programa de vigilancia de la resistencia deberia ser incorporando en las politicas
de cada pais, para que los programas de ETV realicen la vigilancia que se
encuentra a su alcance y se cuente con el apoyo de los Institutos Nacionales de
salud Publica o centros de investigacion que tienen la capacidad de realizar
técnicas de deteccion de la resistencia a nivel molecular (131,132).

Se han utilizado diversas estrategias para mantener la eficacia de los insecticidas
en salud publica y agricultura; sin embargo no existe una solucion magica para
eliminar la resistencia, pero existen varias estrategias Utiles que podrian retrasar
su propagacién, al menos hasta que se disponga de nuevas clases de
insecticidas y nuevas herramientas de control (133). Si bien existen varias
estrategias de MRI en el marco del control de vectores, que se basan en el uso del
rociado residual intradomiciliar (RRI) y los mosquiteros con insecticida de larga
duracion (MILD)(134), estas estrategias no son aplicables a dengue, chikungunya
y Zika debido al comportamiento diurno de Ae. aegypti.

El MRI, comprende varias estrategias, una propuesta es la rotacion, en la cual se
utilizan insecticidas de dos o mas clases, con modos de accion distintos, que se
van alternando de afio en afo; el rociamiento en mosaico donde se utiliza un
compuesto en una zona y otro en otra. Otro posible planteamiento es el uso de
mezcla, donde se emplean dos 0 mas insecticidas de clases diferentes en un solo
producto o formulacién para tener la seguridad de que el mosquito entrara en
contacto con ambas clases al mismo tiempo (131).
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En algunos ambientes, las estrategias de manejo de la resistencia pueden
implementarse dentro del contexto mas general del manejo integrado de vectores.
Estas estrategias pueden tener diversos efectos sobre las poblaciones de vectores
resistentes, como retrasar la aparicion de resistencia, eliminando la presion de
selecciéon (por ejemplo, mediante rotaciones) o matando a los vectores resistentes
al exponerlos a varios insecticidas por ejemplo, utilizando mezclas con inhibidores
enzimaticos.

Los modelos matematicos de las estrategias de manejo de la resistencia a
insecticidas sugieren que una estrategia de rotacion de dos o mas pesticidas de
diferentes grupos quimicos puede reducir la tasa, o retrasar la aparicion de la
resistencia mientras que las frecuencias de genes de resistencia son muy bajas.
La base de estos modelos es que, en ausencia de presion de seleccion individuos
que llevan los genes de resistencia, ya sea en su estado homocigético o
heterocigético estan en desventaja selectiva para los homocigotos susceptibles
(135,136)

Cuando se tiene conocimiento de que las poblaciones de mosquitos vectores son
resistentes a los insecticidas usados en salud publica por los programas de ETV,
se recomienda hacer lo siguiente (133):

v Si la dosis originalmente efectiva fracasa, no se debe aumentar la dosis ni
el nimero de aplicaciones.

v Si hay historia de aplicaciones con DDT, se debe investigar los mecanismos
de resistencia presentes en las poblaciones de mosquitos antes de usar los
piretroides. Hay que recordar que el DDT y los piretroides comparten el Kdr
como mecanismo de resistencia.

v" No se recomienda mezclar los piretroides con otros insecticidas hasta que
se conozcan los mecanismos de resistencia de la poblacion.

v' En caso de sospecha de resistencia a los PYR se debe restringir su uso a
una sola generacion por temporada.

v Si existe resistencia cruzada negativa entre piretroides y organofosforados.
La rotacion entre piretroides y organofosforados retrasan el desarrollo de
resistencia.

v' Si existe evidencia de resistencia, lo mejor es realizar programas de
prevencion y control dirigidos hacia la fase acuatica de los mosquitos,
tratando los criaderos con larvicidas biologicos, reguladores de crecimiento
o el uso de metodologias alternas.
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5. CAPITULO |

Estado de la susceptibilidad a insecticidas piretroides (tipo 1y Il) en cepas
de Aedes (Stegomyia) aegypti seleccionadas en el laboratorio y de
poblaciones de campo

5.1. Materiales y métodos

5.1.1 Obtencion del material biolégico

El estudio se realiz6 en el laboratorio de entomologia médica del Grupo de
Biologia y Control de Vectores que pertenece al Centro Internacional de
Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM) ubicado en la ciudad de Cali-
Colombia.

Para desarrollar esta propuesta, se utilizaron once cepas de Ae. aegypti con
diferentes origenes, cuatro cepas de laboratorio (una susceptible y tres
resistentes) y siete cepas de campo. Como control de susceptibilidad se utilizo la
cepa Rockefeller y como control de resistencia se utilizaron tres cepas que han
sido seleccionadas con diferentes insecticidas. Las siete cepas colectadas en
campo pertenecen a diferentes localidades del pais. Los huevos y las larvas de
Ae. aegypti pertenecientes a estas cepas fueron transportadas hasta el laboratorio
de entomologia del Cideim en la ciudad de Cali.

A partir del material entomoldgico, se establecieron las colonias de Ae. aegypti,
en condiciones de laboratorio y bajo todos los estandares de cria, con el propdsito
de obtener suficientes individuos para realizar los bioensayos de susceptibilidad y
subsecuentes pruebas bioquimicas, moleculares y protedémicas.

5.1.1.1. Cria en el laboratorio

Los mosquitos pertenecientes a las cepas seleccionadas en el laboratorio y las
cepas de campo, fueron criados bajo condiciones estandares de laboratorio: 26+
2°C, 70% humedad relativa y 12:12 (dia: noche) ciclo de luz. Las larvas fueron
mantenidas en contenedores plasticos a una densidad de 300 larvas /2L de agua.
Las larvas eran alimentadas diariamente con 2 ml de una solucién stock de higado
de res (DIFCO™ — 8g/400mL).

Una vez se observaban pupas, éstas eran retiradas de los contenedores de las
larvas y eran depositadas en vasos de plasticos limpios que contenian
aproximadamente 30 ml de agua; estos vasos eran introducidos en jaulas de
emergencia disefladas para tal efecto. Una vez los adultos emergen, estos eran
alimentados con una solucion azucarada al 10%, posteriormente se realizaba la
alimentacion con sangre, que se llevd a cabo con hamsteres debidamente
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sedados, bajo todas las condiciones de ética animal (Resolucion 8430 de 1993) y
con la autorizacion del comité de ética del CIDEIM (Anexo ).

5.1.1.2. Cepas de referencia

Cepa de referencia susceptible: La cepa ROCKEFELLER de Aedes (Stegomyia)
aegypti ha sido mantenida bajo condiciones de laboratorio sin seleccion a
insecticidas, fue suministrada por el CDC y es una de las cepas mundialmente
utilizada como referencia de susceptibilidad. Esta cepa se caracteriza por ser
completamente susceptible a los insecticidas piretroides, organofosforados y
carbamatos.

Cepas de referencia de resistencia: En el laboratorio de entomologia del
CIDEIM contamos con tres cepas de Ae. aegypti que han sido seleccionadas con
tres clases de insecticidas. Estas cepas han sido denominadas: cepa DDT, cepa
propoxur, y cepa lambdacialotrina.

El origen de estas cepas data desde el afio 2008, realizado como parte del
proyecto “Evaluacion del estado actual de la resistencia a insecticidas de los
principales vectores de malaria, dengue y fiebre amarilla urbana en colombia e
iniciacion de la red nacional de vigilancia de la resistencia a insecticidas”
financiado por Colciencias.

Proceso de seleccidon de la resistencia

El proceso de seleccion se inicié a partir de una mezcla de mosquitos colectados
en el Valle del Cauca y Huila, que mostraron resistencia a los insecticidas DDT,
propoxur, fenitrotion, temefos o lambdacialotrina. La poblacion mixta se dividié en
tres grupos que fueron sometidos independientemente a exposiciones seriadas de
DDT, propoxur y lambdacialotrina. La seleccién por fenotipo se llevo a cabo en
generaciones alternas para permitir que la poblacién se recuperara de cualquier
limitacion de la condicidn fisica debido a la endogamia o por la aparicion de genes
deletéreos.

El proceso de seleccion de la cepas en el laboratorio, se realiz6 utilizando la
metodologia descrita por Ocampo et al. 2011 (8) por medio de los bioensayos de
CDC descrito por Brogdon(20) con algunas modificaciones. Este ensayo consistié
en impregnar cuatro botellas “Wheaton” de 250 ml con un 1 ml de la solucion del
insecticida (insecticida grado técnico + etanol absoluto) que contenia la
concentracion a la cual se expusieron los mosquitos. Para asegurar que la botella
guedara completamente impregnada, las botellas fueron rotadas de tal forma que
todas sus paredes estuvieran expuestas al insecticida y se dejé evaporar el etanol
en un lugar seco y oscuro para evitar la degradacion de los insecticidas debido a
la luz.
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Una vez las botellas estaban listas, grupos de hembras y machos de Ae. aegypti
de aproximadamente 3 a 5 dias de edad, pertenecientes a cada una de las cepas
fueron transferidos con un aspirador bucal, a las botellas previamente expuestas a
los insecticidas con los que han sido seleccionados.

Para la cepa DDT, los mosquitos fueron expuestos durante 30 min a una
concentracion de DDT de 150 ug/ml; para la cepa propoxur la exposicion fue de 40
min a una concentracion de propoxur de 15 pg/ml; y para la cepa lambacialotrina
la exposicion se realiz6 durante 10 min a una concentracion de 6,25 ug/ml. Los
adultos sobrevivientes fueron retirados cuidadosamente de las botellas y pasados
a jaulas limpias, donde se les permiti6 alimentarse con sangre para obtener
huevos (8).

Como resultado de este proceso de seleccidon en el laboratorio se han obtenido las
cepas DDT, propoxur y lambdacialotrina. La cepa DDT se caracteriza por ser
resistente a DDT y lambdacialotrina. La cepa propoxur es resistente a propoxur y
lambdacialotrina, y la cepa lambdacialotrina es altamente resistente a este
insecticida y ha demostrado una fuerte resistencia cruzada con propoxur. Para
este estudio se utilizaron las cepas DDT Fzp, Propoxur F,g y lambdacialotrina Fas.

Estas cepas de laboratorio se utilizaron como un modelo bioldgico, que permitan
entender la evolucion del fenémeno de la resistencia cuando poblaciones de
mosquitos han sido presionados con el mismo insecticida durante varias
generaciones.

Cepas de campo

Se evaluaron siete cepas de campo con previa informacion de resistencia a
piretroides, obtenidas a partir de larvas colectadas en diferentes localidades
pertenecientes a los departamentos del Valle del Cauca (ciudades Buga, Palmira,
Yumbo y un barrio en Cali "Paso del Comercio”), Santander en la ciudad de
Girén y de Medellin en el departamento de Antioquia (figura 10). Todas las
localidades usadas para este estudio fueron seleccionadas porque tenian
antecedentes de resistencia a los insecticidas usados en salud publica.

Los huevos de Ae. aegypti de los municipios Palmira y Yumbo fueron facilitados
por la Dra. Maria Elena Cuellar del Laboratorio de Salud Publica del departamento
del Valle del Cauca. Las muestras de Buga y Paso de Comercio (municipio de
Cali), se obtuvieron a partir de larvas colectadas en criaderos artificiales por el
equipo de CIDEIM, que fueron criadas bajo condiciones en el laboratorio para
obtener las filiales 1y 2.
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Las muestras de Giron fueron colectadas en larvas, por los auxiliares del
programa de ETV del municipio, y criadas en condiciones de laboratorio en la
Universidad Industrial de Santander, sede Guatibara. Los huevos de la filial 1 de
estos mosquitos fueron enviados al Laboratorio de Entomologia del CIDEIM en
Cali.

En el departamento de Antioquia, las muestras fueron facilitadas por la Secretaria
de salud de Medellin. Huevos de Ae. aegypti fueron recolectadas en la ciudad
usando ovitrampas, ubicadas en cinco barrios de la ciudad y que han sido
sometidos a diferentes intensidades de fumigaciones con el insecticida malatién.
Los huevos de mosquitos correspondientes a tres barrios (Versalles I, Picacho y la
Colina) con fumigacion frecuente, fueron puestos juntos, y los adultos obtenidos se
llamaron cepa Medellin (AF); mientras que los huevos correspondientes a dos
barrios (Villanueva y Altos del Poblado) con historia de baja fumigacion, se
pusieron a eclosionar juntos, y se llamaron Medellin (BF).

N Colombia
Antioquia - — Santander

v|

Valle del Cauca

0 B85 510 20
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Figura 10. Localidades seleccionadas donde se colectaron Aedes (Stegomyia)
aegypti usados en el presente estudio.
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5.1.2. Bioensayos de botellas CDC

5.1.2.1. Pruebas en botellas CDC para la determinacién de la linea base

Se utilizaron las dosis diagnésticas (DD) de piretroides y del DDT previamente
calculadas en estudios de Colombia (8,22,83,129). Con el fin de comprobar si
estas dosis podian ser usadas en nuestro estudio o se debian ajustar, tres
diferentes concentraciones de los insecticidas piretroides fueron evaluadas (tabla
2). La concentracion 2 correspondia a la DD que ha sido usada por el Instituto
Nacional de Salud en la vigilancia de la resistencia a insecticidas de los mosquitos
vectores en Colombia y por otros investigadores (8,21,83,127).

Las dosis diagnésticas (DD) corresponden a las dosis minimas a las que se
produjo una mortalidad del 99-100% en la cepa de referencia (Rockefeller) durante
el periodo de tiempo mas corto.

Cuadro 2. Dosis de los insecticidas piretroides usados para determinar la dosis
diagnésticas (DD).

Insecticida Concentracion 1 Concentracion 2 | Concentracion 3
Permetrina 12 pg/ml 21,5 pg/mi 31 pg/ml
Deltametrina 3 pg/mi 6,25 pg/ml 9,3 pg/ml
Lambdacialotrina | 3 pg/ml 6,25 pg/ml 9,3 ug/ml

Para el insecticida DDT se evaluaron nueve concentraciones, debido a que con la
DD de 150 pg/ml que es la usada por el INS no logré el 100% de la mortalidad en
la cepa Rockefeller, por lo tanto se tuvo que determinar de nuevo la DD
(posiblemente el lote del reactivo estandar varia su eficacia o el isbmero del
insecticida no fue el adecuado). Se tom6é como DD aquella dosis a la cual se
alcanzé el 90% de la mortalidad en la cepa Rockefeller, pues no se pudo alcanzar
el 100% de la mortalidad usando este insecticida. Las concentraciones evaluadas
para DDT fueron de 100, 150, 200, 300, 400, 600, 1000, 1300 y 2000 pg/ml.

El céalculo de las dosis diagnésticas (DD) y los umbrales de resistencia en el
tiempo diagnostico (TD), se obtuvieron a partir de los ensayos CDC de botellas
impregadas(20), utilizando como referencia la cepa susceptible Rockefeller.

Las botellas se prepararon siguiendo el protocolo descrito por Brogdon & Chan
(20), usando como solvente etanol. Las botellas fueron impregnadas como se
describié anteriormente (pagina 54). Cada evaluacién consistié en cuatro botellas
impregnadas con 1 ml del tratamiento (concentracion del insecticida + etanol
absoluto) y una botella control impregnada solamente con 1ml de etanol absoluto.
Todas las concentraciones de los insecticidas fueron evaluadas por triplicado.
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De 15 a 20 hembras de mosquitos fueron introducidas en cada una de las botella
impregnadas con las concentraciones que serian evaluadas. El numero de
mosquitos muertos 0 Vivos se registré a intervalos de 5 min durante una hora
(anexo II), aquellos mosquitos incapaces de volar o mantener una postura erguida
en la superficie de la botella fueron considerados muertos.

Los resultados de las pruebas CDC son expresados en porcentajes de mortalidad
a las dosis diagnosticas. Se construyeron graficas de tendencia, donde el eje Y
representaba la mortalidad y el X ,el tiempo de exposicion.

5.1.2.2. Pruebas de susceptibilidad a insecticidas

El estado de susceptibilidad a los insecticidas piretroides, DDT, propoxur y
malation, en las cepas seleccionadas en el laboratorio y de campo, fue
determinado por medio de bioensayos en botella CDC, usando para los
piretroides y DDT las dosis diagnosticas (DD) previamente calculadas y para
malation y propoxur las DD usadas por la red de vigilancia de la resistencia a
insecticidas del INS.

Los insecticidas evaluados fueron:

e Permetrina (21,5 pg/ml) Chem Service (Lote 3373000, N-12848-250MG)

e Deltametrina (6,25 pg/ml) SIGMA (Lote SZ13C059XV)

e Lambdacialotrina (6,25 pg/ml) Chem Service (Lote 3123900, N-12307-
100MG)

e DDT (2000 pg/ml) Chem Service (Lote 3871600, N-11567-250MG) Mixture
p-p’ & o,p’

e Propoxur (12,5 pg/ml) Chem Service (Lote 3050100, N-11128-250MG)

e Malation (100 pg/ml) Chem Service (Lote 3494600, N-1246-100MG)

Para estas pruebas se usaron hembras de 3 a 5 dias post emergencia y
alimentadas solamente con solucién azucarada. Con un aspirador bucal se
introdujeron entre 15 a 20 mosquitos en botellas “Wheaton” de 250 ml,
impregnadas con la correspondiente dosis del insecticida a evaluar. Cada prueba
consistié en cuatro botellas impregnadas con 1 ml de la preparacion del insecticida
y una botella control impregnada con 1 ml de etanol. Cada prueba se hizo por
triplicado para obtener al final aproximadamente entre 120-300 mosquitos
evaluados por insecticida y por cepas o poblacion.

Al ser expuestos a las dosis diagnosticas, se registrd el nimero de mosquitos

muertos o vivos a intervalos de 5 min durante 1 h (ver formato anexo 2). Después
de la exposicion a 60 min, todos los mosquitos fueron transferidos a un vaso
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plastico libre del insecticida y fueron alimentados con una solucion azucarada al
10% en una mota de algoddén. La mortalidad a las 24 horas post- exposicion
también se registrd, con el objetivo de observar el fenbmeno de derribo, lo que nos
podria indicar la presencia del mecanismo de kdr.

El estatus de resistencia se evalud de acuerdo al criterio: mortalidad entre el 98 —
100% indica que la poblacién de mosquitos evaluada es susceptible; mortalidad
menor o igual al 80% se considera que la poblacion es resistente y mortalidades
entre 97-80% requiere confirmacion del mecanismo de resistencia, por lo que los
resultados de las pruebas CDC se correlacionan con los resultados de las pruebas
bioquimicas y moleculares (20).

Se uso la férmula de Abbott para corregir la mortalidad observada de las pruebas
de bioensayos en el caso que las mortalidades en el control se encontraran entre
5-20%. Si las mortalidades eran superiores, esta prueba se descartaba y se
repetia nuevamente (20).

% de mortalidad de la prueba - % mortalidad del control x 100
100 - % mortalidad del control

Con los resultados de los bioensayos de CDC, se realizaron graficas de tendencia,
donde el eje Y representa el porcentaje de mortalidad (eje Y) contra el tiempo (eje
X). Estos resultados se expresan como el % de mortalidad con las DD al tiempo
diagndstico y basado en el umbral definido para la cepa susceptible (Rockefeller).

Los porcentajes de mortalidad obtenidos se presentaron en una cuadro, las filas
representan las localidades evaluadas y las columnas los porcentajes de
mortalidad obtenidos de acuerdo al insecticida evaluado.

5.1.2.3. Bioensayos de larvas de la OMS

Los bioensayos de larvas se realizaron con temefos obtenido de Chem Service®
(West Chester, PA, EE. UU.) Siguiendo el protocolo de la OMS (137). El estado de
susceptibilidad al larvicida temefos se evaluo en larvas de tercer y cuarto instar de
Ae. aegypti de las cepas selccionadas en el laboratorio y de las cepas colectadas
en campo, utilizando la dosis de diagnéstico calculada en el laboratorio. La dosis
diagnostica fue de 0,012ppm. Veinte larvas, depositadas en vasos desechables
limpios que contenian 100 ml de agua declorada, fueron expuestas a esta dosis y
los resultados se expresaron como las tasas de mortalidad 24 h después de la
exposicion a temefos.
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5.2. Resultados

5.2.1. Bioensayos de CDC para la determinacion de la linea base
insecticidas piretroides y DDT

5.2.1.1. Insecticidas piretroides
La dosis diagnéstica (DD) calculada para el insecticida permetrina fue de 21,5
pug/ml y el tiempo diagnostico (TD) fue de 45 min (Figura 11). Esta dosis coincide
con la reportada en los estudios previos. Sin embargo el TD fue diferente, ya que
para nuestro estudio fue de 45 min, mientras el observado anteriormente fue del5
min.

Linea base Permetrina con Rockefeller
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Figura 11. Linea base calculada para el insecticida permetrina.

Las dosis diagnosticas calculadas para deltametrina (figura 12) y lambdacialotrina
(figura 13), coincidieron con la dosis usada por el INS, sin embargo el TD fue mas
largo para ambos insecticidas (40 min). ElI TD usado por el INS para deltametrina
es de 30 min, mientras que para lambdacialotrina ha sido de 15 min.

A pesar de que los tiempos diagndésticos no coincidieron con los calculados para
otros estudios, las DD siguen siendo las mismas. Para nuestro estudio usamos
los TD calculados por nosotros, ya que es el tiempo en el cuél se obtuvo una
mortalidad del 99- al 100 % en la cepa Rockefeller que usamos como referencia
de susceptibilidad.
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Figura 12. Linea base calculada para el insecticida deltametrina.
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Figura 13. Linea base calculada para el insecticida lambdacialotrina.
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5.2.1.2 .Insecticida DDT (dicloro difenil tricloroetanol)
Nueve concentraciones de DDT fueron evaluadas debido a que con la DD usada
por el INS que es de (150 pg/ml), se obtuvo una mortalidad muy inferior a la
esperada (30% de mortalidad) al tiempo diagnostico usado por el INS que es de
30 min.

Para la determinacion de la DD para el DDT, las dosis evaluadas fueron
aumentadas gradualmente, con el fin de encontrar aquella que produjera el 100%
de mortalidad en la cepa Rockefeller, sin embargo esto no fue posible. La mayor
mortalidad (90%), se obtuvo con una dosis maxima de (2000 pg/ml); se decidié
entonces dejar esta dosis como DD, ya que debido al volumen limitado la
concentracion del insecticida grado técnico que se estaba evaluando, no era
posible obtener una concentracion mayor a esta.

Linea base DDT con Rockefeller
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Figura 14. Linea base calculada para el insecticida DDT.

Con el fin de comprobar la efectividad del producto en otras cepas de referencia
susceptibles; la concentracién de 2000 ug/ml, fue evaluada en las cepas Liverpool
y New Orleans (figura 15), estas dos cepas de laboratorio han sido usadas como
referencia de susceptibilidad en estudios de resistencia a insecticidas en varios
paises del mundo (101,102,112,114,123,138)
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Resultados pruebas COC con DDT 2000 ug/m!
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Figura 15. Linea base de DDT con tres cepas de Ae. aegypti usadas como
referencia para susceptibilidad (Rockefeller, New Orleans y Liverpool).

Lo que se observo es que a la concentracion de 2000 pg/ml para DDT, las otras
dos cepas de referencia evaluadas, obtuvieron mortalidades inferiores a la cepa
Rockefeller. La cepa Liverpool obtuvo una mortalidad de 86.6%, mientras que la
cepa New Orleans obtuvo 74.5 %. Estos resultados nos permitieron observar que
la cepa Rockefeller era mas susceptible a este insecticida cuando se compara
con las otras dos cepas de referencia de susceptibilidad que se han usado a nivel
mundial.

5.2.2. Pruebas de susceptibilidad a insecticidas piretroides

Los resultados de los bioensayos CDC para medir la susceptibilidad a permetrina,
deltametrina y lambdacialotrina se muestran en las figuras 16, 17 y 18
respectivamente.

5.2.2.1 Estado de la susceptibilidad a permetrina
La mayoria de las cepas fueron resistentes a este piretroide tipo |, excepto
Medellin (AF) F;; seguida de la cepa DDT F3zp que mostro una susceptibilidad
reducida a este insecticida (figura 16). Como se puede observar en la gréfica, los
mosquitos de campo que mayor resistencia mostraron para permetrina fueron los
pertenecientes a Girén F; y la cepa de laboratorio mas resistente fue la cepa
lamdacialotrina Fyo.
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Bloensayo de COC con permetrina (21,5 ugimi)
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Figura 16. Resultados de los bioensayos de CDC para la permetrina (21,5 ug/ ml).
Las tasas de mortalidad por debajo del 80% del (TD) (lineas verticales) son
consistentes con resistencia al insecticida evaluado.

5.2.2.2. Estado de la susceptibilidad a deltametrina

Como se puede observar en la grafica 17, Medellin (BF) F; fue la cepa de campo
mMas resistente a este insecticida y tuvo el menor porcentaje de mortalidad a este
tiempo (51%). Por otro lado todas las cepas seleccionadas de laboratorio fueron
resistentes a este piretroide. Los porcentajes de mortalidad en la cepas de campo
se encontraron entre 81.5% a 94.0%, de acuerdo a los criterios de determinacion
de resistencia, estas poblaciones han perdido susceptibilidad y se requiere
confirmacion del mecanismo de resistencia.
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Bloensayo de COC con dettametrma (825 upm)
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Figura 17. Resultados de los bioensayos de CDC para la deltametrina (6,25 ug/
ml). Las tasas de mortalidad por debajo del 80% del (TD) (lineas verticales) son
consistentes con resistencia al insecticida evaluado.

5.2.2.3. Estado de la susceptibilidad a lambdacialotrina
Las poblaciones de campo Palmira F, y Cali- (PdC) F; tuvieron la mayor tasa de
mortalidad para este insecticida (91,9 y 91,5%), respectivamente (grafica 18).
Girén F; y Medellin (BF) F, fueron las cepas de campo mas resistentes a este
insecticida. La cepa de laboratorio lambdacialotrina F,g registré la menor tasa de
mortalidad en el tiempo diagndstico.
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Bioensayo de COC con Lambdacialotrina {625 ugim)
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Figura 18. Resultados de los bioensayos de CDC para la lambdacialotrina (6,25
pg/ml). Las tasas de mortalidad por debajo del 80% del (TD) (lineas verticales) son
consistentes con resistencia al insecticida evaluado.

5.2.3. Pruebas de susceptibilidad a insecticidas DDT, propoxur y malation

5.2.3.1. Estado de la susceptibilidad a DDT
El estado de la susceptibilidad a este insecticida se evalué usando la DD calculada
anteriormente (2000 pg/ml), con la cual se alcanzo el 90% de la mortalidad en la
cepa Rockefeller. Las cepas seleccionadas en el laboratorio obtuvieron los
mayores porcentajes de mortalidad. La cepa DDT presentd una mortalidad del
80%, seguida por lambdacialotrina (78%) y propoxur del 58%.

Las poblaciones de campo presentaron mortalidades por debajo del 50%, estas

oscilaron entre el 42% al 0%. Siendo Medellin BF F; la cepa de campo mas
resistente, ya que ninglin mosquito expuesto a la DD murié.
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Bwoensayo de COC con DOT (2000 ugiml)
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Figura 19. Resultados de los bioensayos de CDC para DDT (2000 upg/ml).Las
tasas de mortalidad por debajo del 80% del (TD) (lineas verticales) son
consistentes con resistencia al insecticida evaluado.

5.2.3.2. Estado de la susceptibilidad a propoxur

Todas las cepas de laboratorio fueron resistentes a este insecticida, de las cuales
la cepa lambdacialotrina fue la que mostré mayor resistencia. Solo una cepa de
campo (Cali- (PdC) F,) mostré pérdida de susceptibilidad a este insecticida. En
contraste, seis de siete poblaciones de campo mostraron una alta susceptibilidad a
este insectida (figura 14).
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Bioensayo de COC con propoxur (12,5 ug/mi)
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Figura 20. Resultados de los bioensayos de CDC para Propoxur (12.5 ug/ml).Las
tasas de mortalidad por debajo del 80% del (TD) (lineas verticales) son
consistentes con resistencia al insecticida evaluado.

5.2.3.3. Estado de la susceptibilidad a malatién
Como se puede observar en la grafica 21, todas las cepas registraron
mortalidades por encima del 80%. Algunas cepas inclusive registraron el 100% de
mortalidad antes del tiempo diagndstico estimado (45 min). Las cepas propoxur,
Yumbo F, , Cali- (PdC) F,, y Medellin (BF) F; fueron susceptibles a este
insecticida.

69




R COC con (900 wgp'm)

~e~Hockefelor {n= 180)
~&-00T F31 (n=81)
o Propoose F 32 ( n=83)
—, u:.vu_xr-m e F31(
wBugs F4 (0= 04)

- Yumbo Fd (#= 108)

Mortalidad %

Pakes Fd {n= 190)

Cak . [PECHFS (v= 115)

]

Girdn F3 (re128)

8

s~ Madelin §F F3 (n« 126;

Madelin AF Fd (neés)

b1 40 45 50 35 60 24 horas
Tiempa{ Minutos)

Figura 21. Resultados de los bioensayos de CDC para malation (100 pg/ml).Las
tasas de mortalidad por debajo del 80% del (TD) (lineas verticales) son
consistentes con resistencia al insecticida evaluado.

5.2.3.4. Estado de la susceptibilidad a temefos

La mayoria de las cepas evaluadas fueron susceptibles a este larvicida, excepto la
cepa Palmira que fue resistente, registrando un porcentaje de mortalidad de 43,7 a
las 24 horas post- exposicion (Cuadro 3).

Resumen:

En el cuadro 3, se observa el resumen de los porcentajes de mortalidad
observados al TD en los bioensayos con botellas de CDC de las cepas evaluadas.
Se observé que las cepas seleccionadas en el laboratorio, propoxur Fyg Yy
lambdacialotina F,g fueron resistentes a los tres insecticidas piretroides evaluados
y al DDT (Tabla 3).

La cepa DDT F3zy mostré pérdida de susceptibilidad a permetrina, DDT y al
malation, pero fue susceptible a propoxur.
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La cepa de laboratorio propoxur F,o fue resistente a todos los piretroides. Aunque
esta cepa ha sido seleccionada con propoxur (un insecticida carbamato), mostré
resistencia cruzada con permetrina, deltametrina, lambdacialotrina y DDT. En
contraste fue completamente susceptible a malation.

La cepa lambdacialotrina mostr6 ser resistente a casi todos los insecticidas
evaluados. Registro resistencia cruzada al DDT y propoxur, y una leve pérdida de
la susceptibilidad al malation.

En cuanto a las cepas de campo, solo Medellin (AF) F, fue susceptible a
permetrina, en contraste las otras seis cepas de campo fueron resistentes a este
insecticida. La cepa Medellin (BF) F; fue resistente a los tres insecticidas
piretroides evaluados y obtuvo los porcentajes de mortalidad mas bajos, seguida
por los mosquitos de Giron F; y Yumbo F,. La mayoria de las cepas de campo
registraron pérdida de susceptibilidad a los piretroides, pero se presenté una alta
susceptibilidad para el insecticida propoxur, pues seis de las siete cepas fueron
susceptibles a este insecticida, excepto la cepa de Cali.

Tres cepas de campo fueron susceptibles a malation; en contraste hubo pérdida
de susceptibilidad a este insecticida en las cepas de Buga, Palmira, Medellin AF y
Girén, siendo esta ultima la que presentd una menor tasa de mortalidad. Solo se
encontré una cepa de campo resitente al temefos ( Palmira), resgistrando una alta
resistencia para este insecticida.
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Cuadro 3. Resultados de los ensayos CDC de las cepas evaluadas. Porcentaje de mortalidad <80% del umbral del

tiempo diagnéstico (TD) es consistente con resistencia a insecticidas.

% de mortalidad al tiempo diagnéstico (TD)- (n)

Permetrina Deltametrina Lambdacialotrina DDT Propoxur  Malation  Temefos
Cepas/Poblacion o) 5\ ml 625 ug/ml 6.25ug/ml 2000 pg/ml 6,25 ug/ml 6,25 pg/ml Ob0p0r$2
DT 45min DT 40 min DT 40 min DT60min DT 45 min DT 45 min
Cepas de laboratorio
Rockefeller 99 (130) 100 (130) 100 (142) 90 (148) 100 (124) 100 (180) 100 (80)
DDT Fao 87 (172) 62,28 (117) 87,8 (143) 80 (47)  73,1(145) 90,9 (81) 100 (80)
Propoxur Fag 57,4 (352) 73,8 (158) 76,7 (141) 58 (48) 66 (167) 100 (83) 100 (80)
Lambdacialotrina Fos 45,6 (144) 66,6 (134) 17,2 (176) 72,1(68) 59,8 (204) 97,7 (180)
Poblaciones de campo
Buga F; 52,9 (217) 92,6 (143) 87,1 (117) 28,1 (56) 100 (125) 87,2(94) 100 (80)
Yumbo F 65,7 (141) 93,0 (114) 79,8 (138) 22,2 (56) 99,2 (146) 100 (106) 100 (80)
Palmira F» 76,6 (153) 94,0 (297) 91,9 (134) 19,8 (48) 100 (133) 88,9 (110) 43.7(80)
Cali- (PdC) F 71,6 (129) 86,8 (105) 91,5 (285) 9,2 (50) 82,5(103) 100 (115) 100 (80)
Girén F, 38,3 (190)  81,5(184) 62,9 (143) 37,6 (45) 100 (128) 86,7 (128) 100 (80)
Medellin (BF) F, 48,9 (169) 51,0 (126) 38,9 (139) 0 (45)  99,1(142) 100 (126) 100 (80)
Medellin (AF) F, 98 (143) 89,9 (157) 81,4 (131) 42,3 (59) 100 (135) 92,5(86) 100 (80)

En rojo mortalidades correspondientes a resistencia. En negrilla mortalidades correspondientes a susceptibilidad

a los insecticidas evaluados en el presente estudio.
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6. CAPITULO I

Mecanismos bioquimicos de resistencia a piretroides: Niveles de actividad
de las enzimas de detoxificacion esterasas, glutatién S-transferasas (GSTs) y
citocromos P*°

6.1. Materiales y métodos:
6.1.1. Ensayos bioguimicos

Para determinar el mecanismo enzimético involucrado en la resistencia a los
insecticidas piretroides en las cepas de laboratorio y poblaciones de campo , la
actividad de esterasas (a y B esterasas y para-nitrofenil acetato esterasas),
glutatién S-transeferasas y la cantidad de citocromo P**° fueron medidas usando
la metodologia descrita por Penilla et al., 1998 y Ocampo et al., 2011 (8,131).

Los ensayos bioquimicos fueron realizados en hembras de tres dias de edad de
Ae. aegypti, pertencientes a cada una de las poblaciones evaluadas. Se utilizaron
las filiales F3, para DDT y F,9 para lambdacialotrina y propoxur; mientras que
algunas cepas de campo fueron analizadas en las filiales 1 6 2. Para determinar
la actividad de las enzimas esterasas se usaron los sustratos alfa y beta naftil y
para-nitrofenil acetato (pNPA). La actividad de las GSTs se midi6 usando el
sustrato CDNB (1,2-dicloro-4-nitrobenceno), y la cantidad total de citocromo P**°
fue estimada usando el ensayo de hemo-peroxidasa (131) (ver anexo llI).

6.1.1.1. Preparacion de las muestras:

Se seleccionaron hembras adultas de Ae. aegypti al azar y se anestesiaron con
frio, luego en una placa de fondo redondo de 96 pozos, en las las filas A, B, Cy D
se colocaron en cada pozo y de manera individual los mosquitos que serian
analizados, excepto para el pozo D12 que queda libre. En cada uno de los pozos
de las filas A, B, C y D se adicionaron 50 pl de agua tridestilada, a continuacion
con un macerador de plastico, los mosquitos se maceraron de manera manual,
evitando el derrame del homogeneizado de la muestra (figura 22). Se utilizd un
macerador limpio por cada mosquito. Una vez los macerados de los mosquitos
estaban lo suficientemente homogeneizados, se agregaron 150 ul de agua
tridestilada enjuagando la punta del macerador. El procedimiento de macerado se
realizd sobre una placa de hielo para evitar la degradacion de los tejidos.

Cada una de las placas fue marcada con la siguente informacion: clave de la

muestra, cepa de mosquitos, nombre de la enzima evaluando, fecha de
congelacion y del analisis, y numero de repeticién.
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Figura 22. Placa 1. Distribucién de las muestras para homogeneizado de los
mosquitos usados en las pruebas bioquimicas.

Al realizar los ensayos bioquimicos, usando una pipeta multicanal de 12 canales,
la distribucién de las muestras se realiz6 de las siguiente manera: a las filas Ay B
de las placas que se usaron para las pruebas bioquimicas se agregd el
homogeneizado de la fila A de la placa 1.

Filas C y D se agreg6 el homogenizado de la fila B de la placa 1.

Filas E y F se agrega el homogeneizado de la fila C, y filas G y H se agrego6 el
homogeneizado de la fila D de la placa 1. Esta distribucion corresponde a
duplicados de los homogeneizados para cada mosquito. Los pozos G12 y H12 se
dejaron como blancos en cada una de las pruebas bioquimicas (figura 23).
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Figura 23. Distribucién de las muestras en las placas que se usaron para las
pruebas bioquimicas.

6.1.1.2. Ensayo de proteinas

Para el ensayo de proteinas se usaron 10 pl del homogeneizado de los mosquitos.
La distribucién de las muestras se realizd como se indicé en la figura 23. Para
estas pruebas se usaron placas transparentes de fondo plano.

A cada pozo de la placa se afadieron 300 ul de solucién de reactivo de proteina
BIO Rad, preparada como dilucibn 1: 4 en agua destilada siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se prepararon dos blancos para cada placa (pozos
G12 y H12), con 10 ul de agua destilada y 300 pl de la solucion 1:4 de BIO Rad.
Las muestras se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y la reaccion se
ley6 a 570 nm. Se calcularon valores de proteina en mg por 10 ul del
homogeneizado para mosquitos individuales a partir de las curvas estandar de
absorbancia de concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (Figura
24).
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Figura 24. Placa del ensayo bioquimico para medir cantidad de proteinas.

6.1.1.3. Ensayos de esterasas

Alfay beta esterasas

Para los ensayos de esterasas alfa y beta se usaron 20 ul del homogeniezado de
los mosquitos. La distribucién de las muestras se realizé como se indico en la
figura 23. Para estas pruebas se usaron placas transparentes de fondo plano.

En lasfilas A, C, E y G de las placas se agregaron 200 pl de la solucién de a naftil
acetato o NA preparadas de la siguiente manera: 100 yl de 30 mM a-NA en
acetona en 10 ml de 0,02 M buffer fosfato disédico (Na,HPO,) pH 7,2. En las filas
B, D, Fy H (dejar los pozos G12y H12 libres como blanco), se agregaron 200 pl
de solucion B-NA (preparada igual que a-NA), cambiando el alfa por el beta natftil
acetato.

La reaccion enzimatica se dej6 desarrollar durante 30 min a temperatura
ambiente, luego se agregaron 50 ul de solucién de tincion “fast blue” (22.5 mg de
“fast blue” en 2,25 ml de agua destilada), y 5,25 ml de laurilsulfato de sodio al 5%
diluido en buffer fosfato 0,1M a pH 7,0 fue afiadido a cada pozo para detener la
reaccion enzimatica.

La actividad enzimética se leyé a 570 nm en un lector de ELISA (Thermo
Labsystem, multiskan spectrum). Los niveles de absorbancia para mosquitos
individuales se compararon con curvas estandar de absorbancia para
concentraciones conocidas de a-naftol y B-naftol, respectivamente. Estas curvas
fueron calculadas y estandarizadas en el laboratorio del Centro Regional de
Investigaciones en Salud Publica (CRISP).
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Los resultados se informaron como pmoles del producto formado / minuto / mg de
proteina.

a esterasas
B esterasas B
a esterasas
B esterasas
o esterasas | |
B esterasas
a esterasas | |

B esterasas |

Figura 25. Ensayo bioquimico de las alfa y beta esterasas. En las filas A, C,Ey G
se observa la reaccion colorimétrica para las alfa esterasas, en las filas B, D, F y H
para las beta esterasas.

Para-nitrofenil acetato (pNPA)

Para este ensayo se usaron 10 pl del homogeneizado de los mosquitos en cada
pozo por duplica. La distribucion de las muestras se realiz6 como se indico en la
figura 23.

A cada uno de los pozos se le agregaron 200 ul de la solucién de paranitrofenil
acetato (pNPA) preparada de la siguiente manera: 100 mM pNPA en acetonitrilo
disuelto en buffer fosfato disédico (Na;HPO,) a 50 mM pH 7,4, en volumen de 1:
100. Una vez se agreg6 la solucion de pNPA a todos los pozos, la actividad
enzimatica se midié a 405 nm durante 2 min (figura 26). La actividad de pNPA por
individuo se informé como umol de producto formado / minuto / mg de proteina.
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Figura 26. Ensayo bioquimico para medir actividad de enzimas esterasas con el
sustrato paranitrofenil acetato.

6.1.1.4. Ensayo de glutatién-S-transferasa

Para este ensayo se usaron 10 pl del homogeneizado de los mosquitos en cada
pozo por duplicado. La distribucidén de las muestras se realizé como se indicé en la
figura 23.

A cada pozo se le agregaron 200ul de la solucion GSH/CDNB, el GSH (glutation
reducido preparado a 10 mM en buffer fosfato disédico (Na;HPO,4) a 01 M, pH 6,5.
El 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) fue preparado a 63 mM diluido en metanol
(figura 27).

La actividad enzimética se midié a 340 nm durante 5 min. La actividad de GSTs
por individuo se inform6é como mmol de CDNB conjugado / minuto / mg de
proteina, utilizando coeficientes de extincién publicados y corregidos para la
longitud de la trayectoria de la actividad de la enzima GST. El nivel de actividad de
GST se relaciona con la capacidad de metabolizar el insecticida DDT(99,100,139).
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Figura 27. Ensayo para medir la actividad de las enzimas GSTs con el sustrato 1-
cloro-2, 4- dinitrobenceno (CDNB).

6.1.1.5. Ensayo de monooxigenas- Citocromos P*®°
La cantidad total de citocromo P**° en cada mosquito se calcul6 usando el ensayo
de hemo-peroxidasa Brogdon (140) modificado por Penilla et al., 1998 (131). Para
este ensayo se usaron 20 ul del homogeneizado de los mosquitos en cada pozo
por duplicado. La distribucion de las muestras se realiz6 como se indicé en la
figura 23.

A cada pozo se le afadieron 80 ul de buffer de fosfato dipotasico (K;HPO,) a
0,625 My pH 7,2 y 200 ul de la solucion 3,3°,5,5" tetrametilbencidina diluida en
metanol absoluto (0,01 g en 5 ml, respectivamente). Luego se mezclé con 15 ml
de buffer de acetato de sodio (NaC,H30,) a 0,25 My pH 5,0 (TMBZ).

Se adicionaron a cada pozo 25 ul de perédxido de hidréogeno al 3% y la mezcla se
dejé durante 2 h a temperatura ambiente para permitir que corriera la reaccion. Se
prepararon dos controles (pozos G12 y H12) con 20 pl de agua destilada y 200 pl
de la solucién TMBZ mas 25 pl de H,O, al 3%. Después de las dos horas la
absorbancia fue leida a 650 nm y los valores se compararon con una curva
estandar de absorbancia para concentraciones conocidas de citocromo P*°. Los
valores se informaron como pmol de citocromo P**° / mg de proteina.
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Figura 28. Ensayo bioquimico para medir cantidad total de citocromo usando

el ensayo de hemo-peroxidasa.

6.1.2. Andlisis estadisticos

Se realizaron pruebas de normalidad para observar el comportamiento de los
datos; en caso de normalidad se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y/ o en
el caso de que los datos no fueran paramétricos se aplicdé una prueba de Kruskal-
Wallis. Para detectar diferencias significativas en las concentraciones de las
enzimas, se aplicé un test de Dunnet de comparaciones mdltiples entre las
medianas de las actividades enzimaticas de las cepas de laboratorio y poblaciones
de campo contra la cepa de referencia susceptible Rockefeller (control). La
actividad de las enzimas en las cepas evaluadas se consideré elevada si era
mayor que la actividad de la cepa de control Rockefeller (valor de p es <0,05).
Todos los analisis se calcularon con un nivel de significancia de a 0,05, usando el
software SPSS 210©.

Los resultados de los ensayos bioquimicos fueron presentados por medio de
diagramas “boxplot” cajas y alambre de la mediana y la desviacion estandar de los
datos. En el eje Y se graficaron las actividades de las esterasas a partir de la
cantidad de umol de producto formado/ min/ mg de proteina. Para la prueba de
GSTs en el eje Y se relaciona la cantidad en mmol de el sustrato CDNB (1,2-
dicloro-4-nitrobenceno conjugado/ min/ mg de proteina. Para el ensayo de
citocromos P*° el eje Y representa la cantidad total de citocromo P*° en
pmol/mg proteina. El eje X de los diagramas corresponde al nombre de las
localidades.
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6.2. Resultados

6.2.1. Actividad enzimatica de alfa y beta esterasas

Las medianas y desviaciones estandar de los niveles de actividad enzimatica para
las alfa (a) y beta (B) esterasas se muestran en la figura 29 y anexo IV. La
actividad de las alfa esterasas se encontro significativamente elevada en las cepas
DDT F30, Yumbo F, y Medellin (BF) F, (prueba de Dunnett P <0,000) comparadas
contra la cepa susceptible Rockefeller.

Las Beta esterasas se encontraron significativamente elevadas sélo en DDT F3, al
ser comparadas con la cepa susceptible Rockefeller (prueba de Dunnett P <0.00).
La cepa DDT F3p presentd la actividad media mas alta de las esterasas con los
dos sustratos, a y B nafti acetato (0,00068+0.0003 y 0,00083+0,0004),

respectivamente .
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Figura 29. Resultados de los ensayos bioquimicos usando alfa y beta naftil

acetato. *Cepas de Ae. aegypti con elevada actividad enzimética
(estadisticamente significativas) comparada con la cepa Rockefeller (P <0,05).
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Actividad (umol pNPA/min/mg proteina)

6.2.2. Actividad enzimatica de paranitrofenil acetato

Se encontraron diferencias significativas en la actividad de las esterasas con el
sustrato (pNPA) solo en la poblacion de Girdn F1, ya que esta fue la Unica cepa
con una actividad mayor que la cepa Rockefeller (figura 30). Se observé también
que las actividades enzimaticas con este sustrato, en la cepa lambdacialotrina y
Medellin (BF) F, se encontraron disminuidas en contraste con la cepa Rockefeller
(P <0,000), indicando una baja actividad de esta enzima en estas dos poblaciones.
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Figura 30. Resultados de los ensayos bioquimicos usando el sustrato

paranitrofenil acetato (pPNPA). *Cepas de Ae. aegypti con elevada actividad

enzimatica ( estadisticamente significativas) comparada con la cepa Rockefeller
(P <0,05).
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Actividad (mmol CONB conjugado/min/mg proteina)

6.2.3. Actividad enzimatica de las glutation S transferasas

La actividad de las glutation S-transferasas fueron significativamente elevadas en
siete de todas las cepas analizadas. La cepa propoxur fue la Unica cepa de
laboratorio con una actividad eleveda. Los mosquitos de Yumbo F;, presentaron la
mayor actividad media de las GSTs (3,988%1,56), seguido de Buga F; con (2,951+
2,38) de mmol CDNB conjugado / minuto / mg de proteina (figura 31).
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Figura 31. Resultados de los ensayos bioquimicos de Glutatién S transferasa GST

usando el sustrato Clorodinitrobenzeno (CDNB). *Cepas de Ae. aegypti con
elevada actividad enzimatica ( estadisticamente significativas) comparada con la
cepa Rockefeller (P <0,05).
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6.2.4. Contenido de los citocromos P*°

El contenido medio de citocromos P**° fue significativamente mayor en solo dos de
las cepas evaluadas Yumbo F, y Medellin (BF) F2, con un valor de 0,0018+0,0004
mmol de P**°y 0,0014+0,001, respectivamente (prueba de Dunnett P <0,000). No
se observaron diferencias significativas en cuanto a la cantidad de esta enzima en
la mayoria de las cepas evaluadas (figura 32).
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Figura 32. Resultados de los ensayos bioquimicos para citocromos P**° Usando

hemo peroxidasa. *Cepas de Ae. aegypti con elevada actividad enzimatica
comparada con la cepa Rockefeller (P <0,05).
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7. CAPITULO lll

Mecanismos moleculares de resistencia a piretroides: Deteccion de las
mutaciones kdr Val1016lle y Phel534Cys

7.1. Materiales y métodos

7.1.1. Genotipificacion de las mutaciones kdr, Val1016lle y Phe1534Cys
Cincuenta y cuatro mosquitos adultos hembras, de cada una de las cepas fueron
seleccionadas al azar, y se utilizaron para realizar la genotipificacion para las
mutaciones kdr Val1016lle y Phe1534Cys. A cada mosquito se le extrajo el ADN
utilizando el protocolo adaptado de Greg Floor y William Engels (1983), facilitado
por el laboratorio de resistencia a insecticidas del Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica de México (Anexo V). Posteriormente la
concentracion y calidad del ADN obtenido se midié en un NanoDrop.

Inicialmente cada uno de los mosquitos seleccionados fue tipificado para la
mutacion Vall016lle y posteriormente para la Phel534Cys, una vez la
metodologia fue estandarizada en el laboratorio del CIDEIM.

La deteccion de las mutaciones Vall016lle y Phel534Cys se realiz6 por medio
PCR en tiempo real, usando los iniciadores Vall016f, 1le1016f, Ile1016r,
Cys1534+, Phel534+ y 1534- (cuadro 4.) y siguiendo los protocolos descritos por
Saavedra et al., 2007 y Yanola et al., 2011 (112,120,138), con algunas
modificaciones en los tiempos de corrida de la PCR (Anexo VI).

Cuadro 4. Secuencia de iniciadores usados para la genotipificacion de las
mutaciones KDR.

Nombre
Mutacién del Secuencia 3'-5'
iniciador
Val 1016f GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCGG
Vall016lle Ille1016f GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA

lle1016r TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

CYS 1534+ GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATGTG
Phel534Cys Phe 1534+ GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT

1534- TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT
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Para esta PCR en tiempo real se utilizo el SYBR Green PCR master Mix (Applied
biosystems 4309155), que contiene una enzima polimerasa que requiere de 10
min a 95°C para su activacion.

La determinacion del genotipo de ambas mutaciones se hizo por el analisis de las
curvas de desnaturalizacién “melting curve”; estas curvas se realizaron entre 65°C
a 95°C, con un incremento de 0,2°C o 0,5 °C cada 10 o 5 seg. Para la
interpretacion de los datos se observaron las curvas de melting obtenidas a partir
de cada muestra. Los datos fueron exportados a hojas de Excel y se construyo
una base de datos que contenia el genotipo de cada uno de los mosquitos
evaluados por cada cepa del estudio.

e Genotipificacion parala mutacion Val1016lle

Para la deteccion de la mutacion Vall016lle, se siguié el protocolo descrito por
Saavedra et al., 2007 (112), con algunas modificaciones (figura 33).

1 F b T 3 T r3 T F T T T

Figura 33. Condiciones de la PCR en tiempo real para la deteccion de la mutacion
Vall016lle.

Los pasos de la PCR se describen a continuacion:

1. 95.°C for 10:00 (activacion de la enzima)

2. 95.°Cfor0:15

3. 60. °C for 1:00
+ Plate Read

4. 72.°Cfor0:30

5. GO TO 2, 39 more times

6. 95.°C for0:10

7. Melt Curve 65. °C to 95. °C, increment 0,2 °C,
0:10 + Plate Read

END
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Para interpretar los datos, se observaron los picos obtenidos a partir de la curva
“melting” obtenida en la PCR de tiempo real (figura 34).
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Figura 34. Curvas "melting " para interpretacion de los datos de la mutacion kdr
Vall016lle.

Cada posible pico en la curva de “melting” corresponde a:

Un simple pico a +79°C corresponde al producto amplificado por los
iniciadores “cortos” (lle1016f e 1le1016r), los cuales son especificos para el
alelo A (ATA que codifica para una isoleucina es decir fenotipo mutante).

El pico de +85°C corresponde al producto amplificado por el iniciador “largo”
(Val1016f), el cual es especificos para el alelo G (GTA que codifica para una
valina es decir fenotipo silvestre).

En las muestras, para interpretar los tres diferentes genotipos posibles, se observo
la curva por encima del umbral determinado para la corrida de PCR.

Alelo AA, corresponde a uno pico a +79°C, esto es para un homocigoto
lle1016 — Mutante-resistente

Alelo GG, corresponde a uno pico +85°C, esto es para un homocigoto
Val1016- Silvestre- susceptible

Alelo AG, corresponde a ambos picos presentes +79°C+ +85°C, esto es para
una heterocigoto (figura 34.).
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e Genotipificacion parala mutacion Phel534Cys

Para la deteccion de la mutacion Phel534Cys, se sigui6 el protocolo descrito por
Yanola et al., 2011(138), con algunas modificaciones (Figura 35).

T 3 T 3 T r3 T35 T T Y

Figura 35. Condiciones de la PCR en tiempo real para la deteccién de la mutacion
Phel534Cys.

Los pasos de la PCR se describen a continuacion:

1. 95°C for 10:00 (activaciéon de la enzima)

2. 95°C for 0:15

3. 57.5°C for 1:00
+ Plate Read

4. 72°Cfor 0:30

5. GOTO 2, 39 more times

6. 95°C for 0:10

7. Melt Curve 65°C to 95°C, increment 0,5°C
0:05 + Plate Read

Las curvas de desnaturalizacion para la mutacion Phe1534Cys se realizaron entre
65°C a 95°C, pero con un incremento de 0.5°C cada 5 segundos.

Cada posible pico en la curva de melting corresponde a:
e Un simple pico a +80°C corresponde al producto amplificado por los
iniciadores “cortos” (Phe 1534+ y 1534 +), los cuales son especificos para el

alelo T (TTC que codifica para una fenilalanina es decir para el fenotipo
silvestre).
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e El pico de +85°C corresponde al producto amplificado por el iniciador “largo”
(Cys1534+), el cual es especificos para el alelo G (TGC que codifica para
una cisteina es decir fenotipo mutante).

En las muestras, para interpretar los tres diferentes genotipos posibles, se observo
la curva por encima del umbral determinado para la corrida de PCR.

e Alelo TT, corresponde a uno pico a +80°C, esto es para un homocigoto para
Phel534- Silvestre-susceptible

e Alelo GG, corresponde a uno pico +85°C, esto es para un homocigoto
Cys1534 - Mutante- resistente

e Alelo TG, corresponde a ambos picos presentes +80°C+ +85°C, esto es para
una heterocigoto (figura 36.)
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Figura 36. Curvas "melting " para interpretacion de los datos de la mutacion kdr
Phel534Cys.

Los controles positivos y negativos se incluyeron en cada reaccion de tiempo real
PCR, el ADN de mosquitos susceptibles de la cepa Rockefeller, fue usado como
control del homocigotos silvestres (Vall0l6Val y Phel534Phe), y un control
positivo de la cepas mutantes correspondientes a mosquitos de campo F; de las
ciudades de Tapachula (estado de Chiapas), Mérida (estado de Yucatan) y
Zihuatanejo (estado de Guerrero) todos de Meéxico, fueron utilizados como
referencia de homocigotos para las mutaciones (lle1016lle y Cys1534Cys). Los
ADN de estos mosquitos fueron donados por la estudiante de doctorado Farah
Zamira Vera Maloof, de Colorado State University, Fort Collins- Colorado. Un
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control negativo que contenia solo agua fue incluido en cada corrida de PCR para
descartar contaminacion de los reactivos y falsas amplificaciones.

7.1.2. Manejo de los datos y andlisis estadisticos:
La frecuencia de los alelos de las mutaciones encontradas se calculé mediante la
constante de equilibrio de Hardy-Weinberg. Para interpretar los datos se calculo la
frecuencia del alelo en cada poblacion de mosquitos a partir de la férmula
p2+2pg+q2=1.

Donde p corresponde a los homocigotos mutantes, q a los homocigotos silvestres
y pq a los heterocigotos:

Frecuencia del alelo = 1* (heterocigotos)+ 2* (homocigotos)
2* (total de mosquitos analizados).

7.1.3. Frecuencias alélicas de Vall0llle y Phel534Cys
Las frecuencias alélicas de cada mutacion se calcularon sumando la frecuencia
genotipica de los heterocigotos mas la frecuencia alélica de los homocigotos
multiplicados por dos y divididos por el numero de muestras evaluadas (n). Para
cada uno de los alelos de las mutaciones kdr el calculo se obtuvo de la siguiente
manera:

Frecuencia alélica de Vall1016 = p= AG + 2 (GG) / 2n

Frecuencia alélica de 11€1016 = g =AG+ 2(AA/)/ 2n o Val-1=lle
Frecuencia alélica de Phel534 = p=TG + 2(TT/)/ 2n

Frecuencia alélica de Cys1534 =qg=TG + 2(GG) / 2n o Phe-1=Cys

El célculo de equilibrio de Hardy—Weinberg se realiz6 usando dos calculadoras
online: http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml and www.dr-
petrek.eu/documents/HWE.xls.

7.1.4. Frecuencias de los haplotipos dilocus

Debido a que hay cuatro potenciales dilocus haplotipos de 1016/1534:
Val1016/Phe1534 (VF) “susceptible”,

Val1016/Cys1534 (VC)

lle1016/Phel534 (IF)

lle1016/Cys1534 (IC) “ resistente”(88) .

Se construy6 una tabla de 3 x 3 donde se consigné el tamafio de muestra total
por cada cepa y el numero de mosquitos por cada uno de los nueve posibles
genotipos dilocus, clasificados de la siguiente manera:
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Vall016/Phel534
Vall016/Cys1534
lle1016/Phel534
lle1016/Cys1534
Vall016/Phe-Cys1534
Val-1le1016/Phel534
Val-1le1016/Phe-cys1534
lle1016/Phe-Cys1534
Val-11e1016/Cys1534.

Las frecuencias de cada haplotipo dilocus por cepa se calculd por medio de la
herramienta web “CubeX”(141) http://www.oege.org/software/cubex/.

7.2. Resultados

7.2.1. Deteccion de mutaciones de kdr y frecuencias alélicas de Vall01llle
y Phel534Cys

Las mutaciones kdr 1le1l016 y Cys1534 se encontraron en todas las cepas
evaluadas con frecuencias variables, incluyendo la cepa susceptible Rockefeller
(tabla 5). En todas las muestras, el intervalo de frecuencias alélicas de 1le1016
varié entre 0,02-0,72, y las frecuencias alélicas de Cys1534 entre 0,44-0,99. Las
frecuencias de Cys1534 fueron mayores que lle1016 en todas las muestras. El
alelo Cys1534 estuvo cerca de la fijacibnen en tres de las 11 cepas evaluadas
(lambdacialotrina F,9, Yumbo F, y Palmira F;) con frecuencias de 0,99.

La cepa de laboratorio lambdacialotrina F,9, tuvo la frecuencia mas alta para
ambas mutaciones, para lle1016 fue 0.72 y para Cys1534 fue 0.99. Las cepas de
campo con mayor frecuencia para ambas mutaciones fueron Medellin (BF) F;
(0,71-0,82) y Yumbo F, (0,69-0,99 ) para lle1016 y Cys1534 respectivamente.

Medellin (AF) F; tuvo la frecuencia méas baja para lle (0,02) al igual que para Cys
(0,44). Las frecuencias observadas en esta cepa fueron similares a la cepa
Rockefeller. Esta cepa fue la mas susceptible para todos los piretroides evaluados,
llegando inclusive a ser la Unica cepa de campo susceptible para permetrina (PYR
tipo I).

Los homocigotos tipo silvestre Val1016/Vall1016 (GG) fueron predominantes en la
mayoria de las cepas evaluadas. Este genotipo se encontré en el 61% de las
muestras. En contraste, los heterocigotos Val/lle (GA) se encontraron ausentes en
la mayoria de las muestras. Se encontré una muestra heterocigética (genotipo GA)
en propoxur Fog al igual que en Medellin (AF) F, (cuadro 5).
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Por otra parte, el genotipo heterocigoto Phel534/Cys1534 (TG) y los mutantes
homocigotos Cys1534/Cys1534 (GG) fueron los mas frecuentes en todas las
muestras evaluadas. Mientras que el homocigoto para el fenotipo de tipo salvaje
Phel534/Phel534 (TT) se encontrd solo en tres cepas de las 11 evaluadas.

Cuadro 5. Frecuencias alélicas de las mutaciones kdr Val1016lle y Phe1535Cys
en cepas seleccionadas en laboratorio y cepas de campo de Aedes (Stegomyia)
aegypti de Colombia.

Vall1016lle Phel535Cys
. Frecuencia . Frecuencia
., Genotipo . Genotipo .
Cepas/Poblacién . Alelica HWE . Alelica  pwe
val lle Phe Cys
GG GA AA 1016 1016 T 16 GG 1534 1534
Cepas de laboratorio
Rockefeller 48 46 0 2 0,96 0,04 0,000* 47 26 1 20 0,56 0,44 0,000*
DDT F3 51 46 O 5 09 01 0,000* 50 2 16 32 0,2 0,8 1,000
Propoxur Fag 54 36 1 17 0,68 0,32 0,000* 54 0 3 51 0,03 097 0,834
Lambdacialotrina
Foo 54 15 0 39 0,28 0,72 0,000* 54 0 1 53 0,01 0,99 0,945
Poblacién de Campo
Buga F; 52 38 0 14 0,73 0,27 0,000* 54 0 13 41 0,22 0,88 0,315
Yumbo F, 53 15 0 34 0,31 0,69 0,000* 54 0 1 53 0,01 099 0,945
Palmira F, 50 23 0 27 048 0,52 0,000* 54 0 53 0,01 0,99 0,945
Cali (pdC) F, 54 41 0 13 0,76 0,24 0,000* 54 0 28 26 0,26 0,74 0,010*
Giron Fy 54 25 0 29 0,46 0,54 0,000* 54 0 6 48 0,06 0,94 0,666
Medellin (BF) F, 51 15 0 36 0,29 0,71 0,000* 54 0 19 35 0,18 0,82 0,117
Medellin (AF )F, 53 52 0 1 0,98 0,02 0,000* 54 18 24 12 0,556 0,44 0,462
Total muestras 574 352 1 216 583 46 113 424

GG homocigoto susceptible para Vall016; GA heterocigoto Vall016/1le1016; AA
homocigoto resistente para 1le1016.

TT homocigoto susceptible para Phel534; TG heterocigoto Phel535/Cys1534; GG
homocigoto resistente para Cys1534.

* Si P < 0.05 no es consistente con el equilibrio de Hardy Weinberg (HWE).

7.2.2. Frecuencias de haplotipos de dilocus

Todos los mosquitos evaluados fueron genotipificados para ambos loci. El tamafio
y el nimero de muestras de los nueve genotipos dilocus (tres genotipos 1016 x
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tres genotipos 1534) se muestran en la cuadro 6.

Se encontrd que 205 mosquitos evaluados expresaron ambas mutaciones (doble
homocigotos mutantes). Lamdacialotrina F,9 y Medellin BF F, fueron las cepas
con la mayoria de los mutantes homocigotos dobles (lle/lle + Cys/Cys), al contrario
se encontré que los homocigotos tipo silvestres para ambos alelos (Val/Val + Phe/
Phe) estaban ausentes en ocho de las 11 cepas evaluadas.

Los genotipos dilocus (Val/lle + Phe/Cys), (Val/lle + Phe/Phe) e (lle/lle + Phe/Phe)
estaban ausentes en todas las muestras, lo que podria sugerir que la
heterocigocidad para estas mutaciones podria tener una implicacién en el fithess
de los mosquitos y, por lo tanto, en estas poblaciones los mosquitos heterocigotos
no se estan seleccionando o sobreviviendo.

Cuadro 6. Genotipos dilocus de mutaciones kdr Val1016le y Phel1534Cys en
cepas seleccionadas en el laboratorio y cepas de campo de Aedes (Stegomyia)
aegypti de Colombia.

Val/Val Val/lle lle/lle

Cepa/

Poblaciones n Phe/ Phe/ Cys/ Phel/ Phe/ Cys/ Phel/ Phel/ Cys/

Phe Cys Cys Phe Cys Cys Phe Cys Cys

Cepas de laboratorio

Rockefeller 47 26 1 18 0 0 0 0 0 2
DDT Fzg 46 2 14 25 0 0 0 0 0 5
Propoxur Fag 54 0 3 33 0 0 1 0 0 17
Lambdacialotrina

Fog 54 0 1 14 0 0 0 0 0 39
Poblaciones de campo

Buga F; 53 0 13 26 0 0 0 0 0 14
Yumbo F, 50 0 0 14 0 0 0 0 1 35
Palmira F; 50 0 0 23 0 0 0 0 1 26
Cali ( PdC) F, 53 0 23 17 0 0 0 0 5 8
Girén F» 53 0 6 18 0 0 0 0 0 29
Medellin (BF) F, 51 0 11 4 0 0 0 0 6 30
Medellin (AF) F, 52 18 23 10 0 0 0 0 1 0
Total de

muestras 563 46 95 202 0 0 1 0 14 205

Las frecuencias de los cuatro posibles haplotipos dilocus 1016/1534 fue calculada
basada en la metodologia descrita por Vera-Maloof et al., 2015(88). El haplotipo
Vall016/Phel534, denominado (VF) es considerado "susceptible", en contraste el
haplotipo 1l€1016/Cys1534 (IC) es considerado “resistente”. Los haplotipos
Val/Cys (VC) e lle/Phe (IF) no presentan denominacion (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Frecuencias de los haplotipos dilocus en el loci 1016 y 1534 del canal
de sodio de Aedes (Stegomyia) aegypti de cepas seleccionadas en el laboratorio y
de campo de Colombia.

Cepas/ Tamafo ' .
; de Frecuencias de haplotipos
Poblaciones
muestra
: Vall016/ lle1016/ lle1016/
Cepas de laboratorio Ph\éil513941?\//F) Cys1534 Phel534 Cys1534
(VC) (IF) (1C)
Rockefeller 47 0,5638 0,3936 0,0 0,0426
DDT F3p 46 0,1957 0,6957 0,0 0,1087
Propoxur Fxg 54 0,0278 0,6481 0,0 0,3241
"ambd?:‘;;a'o”'”a 54 0,0093 0,2685 0,0 0,7222
Poblaciones de campo
Buga F; 53 0,1226 0,6132 0,0 0,2642
Palmira F, 50 0,0 0,4694 0,0102 0,5204
Yumbo F; 50 0,0 0,28 0,01 0,71
Cali (PdC) F, 53 0,217 0,5377 0,0472 0,1981
Girén F, 53 0,0566 0,3962 0,0 0,5472
Medellin (BF) F» 51 0,1078 0,1863 0,0588 0,6471
Medellin (AF) F» 52 0,5673 0,4135 0,0096 0,0096
Susceptible Resistente

Como se puede observar en el cuadro 7, el haplotipo mas frecuente que se
encuentra en las muestras evaluadas fue el haplotipo 1le1016/Cys1534 (IC), que
corresponde a la mayoria de los dobles homocigotos mutantes (fenotipo
resistente) presentd una frecuencia de 0,37 en general. Las cepas
lambdacialotrina F,, y Yumbo F, presentaron las frecuencias mas altas para este
haplotipo ( 0,72- 0,71) respectivamente.

El haplotipo Vall016/Cys1534 (VC), presenté frecuencias entre (0,18 — 0,69). La
cepa DDT F3, presento la frecuencia de VC mas alta (0.69) seguida de la cepa
propoxur Fo9 (0,64), mientras que la cepa Medellin (BF) F, present6 la frecuencia
de este haplotipo mas bajo.

El haplotipo lle/Phe (IF) fue el menos frecuente, estuvo ausente en seis de las 11
cepas evaluadas, seguido por el haplotipo Val/Phe (VF), que estuvo ausente en
las poblaciones de Palmira y Yumbo. Estos resultados se deben posiblemente a la
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carencia de homocigotos para ambos alelos en la mayoria de las poblaciones.

8. CAPITULO IV

Andlisis proteémico de los tubulos de Malpighi e intestino medio en cepas
de Aedes (Stegomyia) aegypti resistentes a piretroides.

Los resultados de este objetivo se obtuvieron gracias a la pasantia realizada en el
laboratorio de protedmica de Glasgow Polyomics en la Universidad de Glasgow.
Esta pasantia hizo parte de un proyecto colaborativo entre Glasgow Polyomics y el
CIDEIM, llamado "Linking the power of -omic technologies to translational
research on neglected tropical diseases" financiado por el Newton Fund (del
British Council).

Para el andlisis de los datos se contd con el apoyo de los doctores Richard
Burchmore (Glasgow Polyomics) y Andrés Castillo (Universidad del Valle).

8.1. Materiales y métodos

8.1.1. Muestras biolégicas

El material biolégico fue seleccionado basado en los resultados de bioensayos
CDC, de las pruebas bioquimicas y de las mutaciones kdr. Se seleccionaron las
cepas de laboratorio y de campo que presentaron similaridades en sus
mecanismos de resistencia. Teniendo en cuenta esto, tres cepas de laboratorio y
tres de campo con diferente fenotipo de susceptibilidad / resistencia a permetrina
fueron seleccionadas para los analisis proteémicos.

Inicialmente se clasifico a las cepas por “origen”, el primer grupo corresponde a las
“cepas de laboratorio” y el otro grupo corresponde a las “poblaciones de campo”.
Dentro de cada grupo se clasific6 a las cepas por fenotipo (resistente o
susceptible).

Los experimentos fueron llevados a cabo con hembras adultas de 2-5 dias de
edad alimentadas con azucar, con diferentes fenotipos para resistencia a
insecticidas piretroides. Las cepas de laboratorio (DDT F3py lambdacialotrina Fag)
y las poblaciones de campo (Buga F; y Yumbo F;) fueron consideradas
resistentes, mientras que las cepas Rockefeller y Medellin AF, se usaron como
cepas susceptibles (tabla 8).

Para identificar las proteinas diferencialmente expresadas, se realizaron

comparaciones de las abundacias relativas de la proteinas encontradas en los
diferentes grupos. Inicialmente la abundancia de las proteinas encontradas en las
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cepas de laboratorio-resistentes (DDT F3 + lambdacialotrina F,g) se compararon
con la cepa susceptible Rockefeller. Las poblaciones de campo consideradas
resistentes (Buga F; + Yumbo F;) se compararon con la cepa Medellin AF F; que
fue susceptible a permetrina. También se realizaron comparaciones multiples
entre cada una de las cepas, usando todas la combinaciones posibles.

Cuadro 8. Clasificacidon de las muestras biolégicas basada en los resultados de

MECANISMO
ENZIMATICO
(actividad de

MECANISMO
MOLECULAR
(frecuencia de

FENOTIPO (Basados en resultados
ensayos CDC)

Cepa/Poblacion enzimas de alelo mutante)
detoxificacién)
) ) , . alfa CYP ILE CYS
Permetrina Deltametrina Lambdacialotrina esterasas GST PO 1016 1534
Cepade
laboratorio
Rockefeller Susceptible Susceptible Susceptible 0,04 0,44
DDT F*° Pérdida  Resistente Pérdida ALTA 0,1 0,8
Ilz%mbdaualotrma Resistente  Resistente Resistente 0,72 0,99
Poblacion de
campo
Buga F' Resistente  Pérdida Pérdida ALTA 0,27 0,88
Yumbo F? Resistente Pérdida Resistente ALTA ALTA 0,69 0,99
Medellin (AF) F* Susceptible  Pérdida Pérdida ALTA 0,02 0,44

los bioensayos CDC, pruebas bioquimicas y mutaciones kdr.

8.1.2. Diseccion de los tubulos de Malpighi (TM) y del intestino medio (IM)
Los mosquitos fueron anestesiados con frio en hielo. La diseccion se realizo sobre
pilas de hielo para conservar el frio y evitar la descomposicién de los tejidos. La
diseccion se realizé usando buffer PBS esterilizado a pH 7,4. Inicialmente se
sujeté el térax con agujas entomoldgicas y fue separado del abdomen,
posteriormente se separo el intestino medio y los tubulos de Malpighi. Con el fin de
garantizar la integridad y limpieza de los intestinos medios y los tubulos de
Malpighi, se retiraron las ovariolas y el diverticulo. Una vez disectados los tejidos,
éstos se transfirieron a un tubo de crio -conservacion, manteniéndolos en hielo
mientras se procedia a disectar todas las muestras. En cada tubo de crio-
conservacion se colocaron pooles de 20 y 25 muestras correspondientes a los
tubulos e intestinos medios juntos. Inmediatamente se completaba el nimero de
mosquitos disectados, los tubos fueron almacenados en nitrogeno liquido hasta
ser enviados a Glasgow Polyomics, conservando siempre la cadena de frio.
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8.1.3. Preparacién de la muestra de proteinas: extraccion y digestion con
tripsina

Dos tubos de crio- preservacion se seleccionaron al azar por cada cepa y
poblacion evaluada; a cada uno se les agregaron 100 ul de buffer de lisis SDT
(SDS al 4% (p/v), Tris/HCL 100 mM, pH 7,6 y DTT 0,1 M). Las muestras se lisaron
mecanicamente usando un macerador de plastico estéril y un homogeneizador de
tejidos eléctrico durante un minuto. Las muestras lisadas se calentaron a 95°C
durante 3-5 min y después se sometieron tres veces a sonicacion por un minuto
cada vez, y posteriormente se centrifugaron a 16.000 x g durante 5 min. El
sobrenadante que contiene las proteinas se transfirié a un tubo eppendorf estéril.

Posteriormente las proteinas en el sobrenadante se precipitaron con 100% de
acetona fria (4x volumen de muestra), los tubos se agitaron en un vortex e
incubaron durante 1 h a -20°C. Luego los tubos se centrifugaron durante 10 min a
13.000 x g y el sobrenadante se descartd. El material precipitado se lavo dos
veces con 4 veces el volumen de acetona fria al 80% y se centrifugé a 13.000 x g
por 10 min. Se deescartd de nuevo el sobrenadante y el granulo obtenido en el
fondo del tubo se sec6 durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, las
muestras se re-suspendieron en 160 pl buffer de lisis SDT (SDS al 0,1% (p / v),
Tris / HCL 100 mM, pH 7,6, DTT 0,1 M) para medir la concentracién de las
proteinas en cada tubo.

La concentracion de proteina se midi6 mediante el ensayo de Bradford (106) (Bio-
Rad, EE.UU.) usando como estdndares de concentracion albumina de suero
bovino (BSA) (Merck) (cuadro 9). Una vez calculada la concentracion de proteinas
en cada tubo, se tomé la cantidad correspondiente a 20 ug de proteinas para cada
muestra y se realizo la digestion de las proteinas con tripsina usando el kit de
digestion de proteina (FASPTM) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y
con algunas modificaciones.
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Cuadro 9. Concentracion de proteinas calculada para cada cepa usada para el
analisis de espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

Concentracion Absorbancia  Absorbancia concle ntlra:jcmn H9 (,je
esperada sin corregir corregida calculaca proteinas
mg/ml o ug / ul totales
BSA 0.1 0,4807 0,1833 0,118 19,016
BSA 0.2 0,6083 0,3109 0,221 35,422
BSA 0.3 0,6987 0,4013 0,294 47,045
BSA 0.4 0,8489 0,5515 0,414 66,358
BSA 0.5 0,9295 0,6321 0,479 76,721
Blanco 0,2974 0,00 -0,028 -4,551
Rockefeller 0,4827 0,1853 0,12 19,273
DDT Fy 0,6428 0,3454 0,249 39,858
Lambdacialotrina Fyq 0,6281 0,3307 0,237 37,968
Buga F; 0,5883 0,2909 0,205 32,851
Yumbo F, 0,5791 0,2817 0,197 31,668
Medellin (AF) F; 0,7159 0,4185 0,307 49,257

Para cada muestra, el sobrenadante que contenia 20 ug (calculado) de proteinas
digeridas se transfirid a una placa de Elisa con fondo en forma de V y se secaron
al vacio en una microcentrifuga SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, modelo
SPD1010). La placa fue cubierta con papel aluminio y guardada a -20 °C para
posteriormente realizar el marcaje de los péptidos resultantes de la digestion de
las proteinas con las etiquetas de marcaje de masa “Isobaric Mass Tags” y
realizar el analisis de espectrometria de masas.

8.1.4. Marcaje de los péptidos usando TMT6x Isobaric Mass Tags

Las muestras digeridas se marcaron con el kit de marcaje de masas de TMT6x de
(Thermo scientific 90061) siguiendo las instrucciones del fabricante, con algunas
modificaciones (ver anexo VIII). Inicialmente las muestras que fueron digeridas y
secadas al vacio se re-suspendieron en 25 ul de TEAB (bicarbonato de
trietilamonio) a 100 mM y se afiadieron 18 pl del reactivo marcador TMT a cada
una de las muestras. La reaccion se incubo6 durante 1 h a temperatura ambiente,
posteriormente se afadieron 8 ul de HCI -hidroxilamina al 5% a las muestras e
incubaron durante 15 min para detener la reaccion de marcaje. Todas las
muestras se combinaron en cantidades iguales en un tubo nuevo eppendorf. El
volumen que contenia 6 ug de mezcla de la muestra se colocé en una placa de 96
pozos de fondo en forma de V y se secd al vacio en una microcentrifuga
SpeedVac (Thermo Fisher Scientific, modelo SPD1010). Para el analisis de
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cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) se utilizo el volumen de la
muestra correspondiente a 3 ug de las proteinas en las muestras marcadas.

8.1.5. Identificacion de proteinas por el método de nanoflow HPLC
electrospray- espectrometria de masas en tandem (nLC-ESI-MS / MS)

Las muestras de péptidos se analizaron mediante cromatografia liquida y
espectrometria de masas (LC-MS) usando un espectrometro de masas Orbitrap
Elte MS (Thermo Scientific). Los péptidos analizados fueron inicialmente
separados por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando un
sistema de elucibn por gradiente, estos péptidos se desalinizaron y se
concentraron durante 4 min en una columna cromatogréafica “trampa” seguido de
un gradiente de acetonitrilo (en &cido férmico al 0,01% v/v). Para la columna
analitica se utilizd un caudal de disolvente fijo de 0,3 ul/min. El disolvente de la
columna “trampa” fluye a una velocidad fija de 25 pl/min utilizando acetonitrilo al
1% con acido férmico al 0,01% v/v. Las identificaciones (ID gen) de proteinas se
asignaron utilizando el motor de basqueda Mascot (v2.5.1). Las secuencias de los
péptidos de las proteinas en la muestra se confrontaron con las proteinas
depositadas en la base de datos del “National Center for Biotechnology
Information “NCBI -Genbank.

8.1.6. Andlisis bioinformético e identificacion de las proteinas

El procesamiento de los archivos de datos .raw obtenidos de la espectrometria de
masas se llevé a cabo utilizando el software comercialmente disponible “Proteome
Discoverer” v. 2.1.1.21 de Thermo Scientific, teniendo como criterios los
siguientes parametros: digestion “enzima tripsina”, sitios de escisién perdidos “4”,
longitud del péptido minimo “6”, longitud maxima del péptido “144”, numero
minimo de secuencias de péptidos “1” y tolerancia de masa del precursor 10 ppm.
Se establecieron como modificaciones dindmicas la oxidacion de metionina,
acetilacion del (N-términal) carbamida- metilacién en (C) y como modificaciones
estaticas “TMT6plex” en cualquier N-terminal y carbamida-metilacion en (C).

Todos los datos fueron buscados en las bases de datos usando como motor de
basqueda MASCOT (Matrix Science, UK), los péptidos obtenidos por la
espectrometria de masas fueron confrontados contra la base de datos de
proteinas del NCBI para Aedes (Stegomyia) aegypti y para las anotaciones de las
proteinas en las bases de datos de Aedes (Stegomyia) aegypti(SwissProt TaxID =
7159) y Aedes (Stegomyia) aegypti (TrEMBL TaxID = 7159).

Anotaciones de “gen ontology” (GO) correspondientes a procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares de proteinas de Ae. aegypti
fueron obtenidos a partir de la base de datos del GO
(http://www.geneontology.org). Informacion de anotaciones para las familias de
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proteinas (Pfam;) e identificaciéon de los genes de la base de “Entrez” se
asignaron de acuerdo a los resultados utilizando el software Proteome
Discoverer”.

8.1.7. Expresion diferencial de las proteinas

Para evaluar la expresion diferencial de las proteinas en las diferentes cepas
evaluadas, se calculo la tasa de abundancia de cada una de las proteinas en las
seis cepas evaluadas y luego se realiz6 un andlisis de razén de abundancia entre
las diferentes cepas evaluadas con el fin de encontrar las proteinas sobre
expresadas en las cepas resistentes con respecto a las cepas susceptibles. Se
consideré como el primer umbral en el “fold change” o razon de abundancia 1,5y
el umbral del Gltimo cambio 7,5 veces. Todos los resultados se exportaron a una
hoja de calculo de Microsoft Excel.

Los andlisis para evaluar la expresion diferencial entre los diferentes fenotipos y
cepas fueron los siguientes:

1. Muestras de laboratorio: fenotipo vs fenotipo:
resistentes (DDT + lambdacialotrina) vs susceptible (Rockefeller).
2. Muestras de campo : fenotipo vs fenotipo:
resistentes (Yumbo + Buga) vs susceptible (Medellin AF)
3. Muestras de laboratorio: cepa vs cepa:
DDT (resistente) vs Rockefeller (susceptible)
Lambdacialotrina (resistente) vs Rockefeller (susceptible)
4. Muestras de campo: Poblacion vs poblacion
Yumbo (resistente) vs Medellin AF (susceptible)
Buga (resistente) vs Medellin AF (susceptible)
Yumbo vs Buga
5. Muestras de laboratorio vs muestras de campo (resistentes): cepa vs poblacion
lambdacialotrina vs Yumbo
DDT vs Yumbo
lambdacialotrina vs Buga
DDT vs Buga

8.1.8. Posibles asociaciones funcionales entre las proteinas identificadas

Las proteinas identificadas se analizaron en términos de posibles redes de
asociacion funcional proteina- proteina usando el servidor STRING 10.5
(http://www.string-db.org). Para el analisis de estas interacciones se tuvieron en
cuenta los siguientes criterios: puntaje minimo requerido para la interaccion
(0,900), maximo de interacciones mostradas (5), recursos activos de interacciones
(experimentos, bases de datos, co- expresion y vecindad génica). Para facilitar el
analisis de las posibles interacciones, en las graficas sélo se tuvieron en cuenta
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aguellas proteinas que estaban ligadas a un nodo, fueron eliminadas del grafico
las proteinas que no estaban representadas en ningin nodo de interaccion.

8.2. Resultados

8.2.1. Identificacion de las proteinas de los tubulos de Malpighi y del

intestino medio de Aedes (Stegomyia) aegypti.

Usando el software Proteome Discover, 438 proteinas fueron identificadas para
ambos tejidos, 28 de las cuales tenian una modificacién de acetilacion en su
extremo N-terminal. El nimero de proteinas identificadas representa casi el 1.3%
de la cantidad total predicha en los genes activos para el genoma de Ae. aegypti
(Anexo IX) (73).

Varias proteinas relacionadas con la detoxificacion de los insecticidas piretroides y
DDT fueron encontradas en los tejidos analizados, entre las cuales se encuentran
tres citocromos P*° y seis proteinas pertenecientes a la famila de las glutation S
transferasas. Los citocromo identificados fueron CYP6Z9, CYP6AG3 y CYP9J10 y
las GST (GSTD1, GSTS1, GSTe4, GSTX1, GPXH1 y GSTe2.

8.2.2. Andlisis de ontologia génica “ gen ontology (GO)” y asociaciones
funcionales entre las proteinas identificadas

De acuerdo al analisis del “gen ontology (OG)” para la funcién molecular, la
mayoria de las proteinas en estos tejidos son enzimas que participan en
actividades cataliticas, en la union de nucleotidos y de iones metdlicos. (figura
37).
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Figura 37. Categorias en la funcion molecular de las proteinas identificadas en los
tubulos de Malpighi y el intestino medio de Aedes (Stegomyia) aegypti. Las
categorias se obtuvieron de anotaciones de “Gen ontology” GO
(http://www.geneontology.org/page/go-database).

El analisis del GO de los procesos biolégicos identific6 12 categorias en las
cuales estas proteinas podrian estar agrupadas (figura 38). Los grupos mas
abundantes corresponden a proteinas implicadas en el metabolismo de
aminoacidos (63%), transporte (17%), regulacion del proceso biolégico (6%),
organizacién celular y biogénesis (6%) y otros (8%).
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Figura 38. Categorias de los procesos biologicos de las proteinas identificadas en
los tabulos de Malpighi y el intestino medio de Aedes (Stegomyia) aegypti. Las
categorias se obtuvieron de anotaciones del “gen ontology” GO
(http://www.geneontology.org/page/go-database).

Debido a que la mayoria de las proteinas encontradas en los TM y el IM se
asociaron con el metabolismo de aminoacidos, refleja las altas actividades
metabodlicas en estos tejidos. Al realizar el analisis de posibles relaciones
proteicas funcionales de las 438 proteinas identificadas en ambos tejidos en todas
las cepas, el analisis de redes revel6 cinco grupos consistentes de asociaciones
funcionales entre estas proteinas (figura 39).
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Figura 39. Asociaciones funcionales predichas para las proteinas identificadas en
los tubulos de Malpighi y el intestino medio de Aedes (Stegomyia) aegypti. Las
redes fueron realizadas usando la base de datos de STRING 10.5. Para la
construccioén se tuvo en cuenta: > 5 interacciones, experimentos, bases de datos,
co- expresion y vecindad génica.
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El mayor grupo (indicado en verde) corresponde a 61 proteinas implicadas en la
estructura ribosomal y traduccion, seguido de 48 proteinas implicadas en la
fosforilacidn oxidativa (grupo rojo); la tercera red de mayor importancia esta
relacionada con el metabolismo del carbon (35 proteinas) asociada a la red
conformada por las proteinas que intervienen en la glucdlisis y glucogeogénesis.
Una cuarta red (grupo negro) esta relacionada con nueve proteinas que degradan
los aminoacidos valina, leucina e Isoleucina; finalmente 12 proteinas fueron
agrupadas en una red del metabolismo del glutatién (figura 40).
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Figura 40. Asociaciones funcionales predichas para las proteinas agrupadas en
una red del metabolismo del glutation, relacionada con la resistencia a insecticida
DDT.

De estas 12 proteinas agrupadas en el metabolismo del glutation, seis eran GSTs
(Cuadro 10). La presencia de estas GSTs podria tener algun papel en el
mecanismo de resistencia al insecticida DDT en Ae. aegypti. En Colombia la
resistencia al DDT ha sido alta en todas las poblaciones, y varios estudios han
relacionado la actividad de las GSTs como el mecanismo enzimético probable
asociado con esta resistencia (8,21,99,126).

105



Cuadro 10. Proteinas agrupadas en el metabolismo del glutation.

N° Nombre de la proteina VectorBase DB N°

1 Alcohol dehydrogenase AAEL006467

2 Microsomal glutathione s-transferase AAEL006829

3 Glutathione synthetase AAEL009154

4 Protease ml zinc metalloprotease AAEL012778

5 Leucine aminopeptidase AAEL000424

6 Protease ml zinc metalloprotease AAEL012783

7 GSTS1 - Glutathionetransferase AAELO011741-PA

8 GSTX1 - Glutathionetransferase AAELO000092-PA

9 GSTe2 - Glutathionetransferase AAELO07951-PA
10 GSTD1 - Glutathionetransferase AAEL001061-PA
11 GPXH1 - Glutathione peroxidase AAEL012069-PB
12 GSTe4 - Glutathionetransferase AAEL007962-PA

8.2.3. Expresién diferencial de las proteinas entre los diferentes fenotipos
para resistencia a insecticidas piretroides.

El analisis de comparacion entre la expresiébn de proteinas de las muestras
provenientes de cepas consideradas resistentes contra las susceptibles (tabla 11),
demostr6 que en las cepas seleccionadas en el laboratorio (DDT +
lambdacialotrina) la expresién diferencial de las proteinas al comparar ambos
fenotipos (resistente vs susceptible) fue minima, so6lo una proteina sobre-
expresada se encontrd en las cepas resistentes; que corresponde a una proteina
estructural de la cuticula identificada como “cuticular pupal 78E_ AAEL008289-
PA”.

Las comparaciones entre cada una de las cepas, mostraron que la expresion
diferencial de las proteinas en las cepas de laboratorio es muy poca. En el caso de
DDT F3, vs Rockefeller, solo una proteina fue sobre-expresada, esta proteina
identificada con el VectorBase DB No ( AAEL012618-PA) corresponde a una
proteina hipotética conservada.

Al comparar la cepa lambdacialotrina F,, contra la cepa Rockefeller, también se
encontr6 una sola proteina diferencialmente expresada, esta proteina fue
identificada como “cuticular pupal 78E”, con VectorBase DB No _ AAEL008289-
PA.
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Cuadro 11. Numero de proteinas diferencialmente expresadas entre los diferentes
fenotipos y cepas. (RL: resistente de laboratorio; SL: susceptible de laboratorio;
RC: resistente de campo; SC: susceptible de campo).

N° de proteinas

Origen Sobre-

Bajo-expresadas
expresadas

RL (DDT F3p+ Lambdacialotrina Fyg ) Vs
SL (Rockefeller) 1 1

RC (Buga F;+ Yumbo F;) vs

SC (Medellin (AF) FY) 60 32
Cepavs cepa

Laboratorio

DDT F39 vs Rockefeller (RL vs SL) 1 2

Lambdacialotrina Fog vs Rockefeller (RL vs SL) 1 1

Lambdacialotrina Fogvs DDT F3p  (RL vs RL) 3 2

Campo

Yumbo F,vs Medellin (AF) F, (RC vs SC) 97 145

Buga F;vs Medellin (AF) F; (RCvs SC) 11 4

Yumbo F, vs Buga F; (RC vs RC) 100 168

Laboratorio vs Campo

Rockefeller vs Medellin (AF) F;  (SL vs SC) 5 10

Lambdacialotrina Fog vs Yumbo F;, (RL vs

RC) 135 90

Lambdacialotrina Fo9 Vs Buga (RL vs RC) 23 52

DDT F3p Vs Yumbo F» (RL vs RC) 148 93

DDT F3 vs Buga F; (RL vs RC) 18 39

En contraste, al realizar las comparaciones entre las poblaciones de campo, se
observd mayor variabilidad en cuanto a la cantidad de proteinas expresadas
diferencialmente. Cuando se comparé a las cepas resistentes de campo (Buga F;
+ Yumbo F,) contra la cepa susceptible de campo (Medellin (AF) F'), se
encontraron 60 proteinas sobre expresadas en las resistentes de campo.

El 67% (40/60) correspondian a enzimas relacionadas con la traduccion y con la
estructura del ribosoma. Cada una de estas 60 proteinas, fue identificada usando
las secuencias obtenidas en el analisis de LC-MS y fueron comparadas con las
bases de datos de Aedes (Stegomyia) aegypti depositadas en el NCBI por medio
de un pBLST (tabla 12). A pesar de realizar una busqueda en las bases de datos
disponibles para Ae. aegypti, cuatro proteinas no pudieron ser indentificadas.
Entre ellas tenemos las proteinas AAEL017516-PA y AAEL016982-PA; cabe
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resaltar que éstas fueron las proteinas que fueron mayormente expresadas
diferencialmente en las cepas resistentes de campo.

Cuadro 12. Proteinas diferencialmente expresadas en las cepas resistentes de
campo (Buga F; + Yumbo F;) al ser comparadas con la cepa susceptible de
campo (Medellin (AF) F,).

Razoén de
N° Nombre de la proteina VectorBase DB No abundancia
RA
1 60 ribosomal protein L21 AAEL017516-PA ( )2,698
2 AAEL016982-PA AAEL016982-PA 2,477
3 Vitellogenin-Al AAEL010434-PA 2,235
4 60S ribosomal protein L37 AAEL017198-PA 2,127
5 Ribosomal protein I135a, putative AAEL000823-PA 2,099
6 Histone H1, putative AAEL015464-PA 2,022
7 60S ribosomal protein L34 AAEL009341 2,015
8 AAEL002178-PA, partial -conserved AAEL002178-PA, partial 2,00
hypothetical protein
9 60S ribosomal protein L44 L41, putative AAEL003942-PA 1,973
10 AAEL017516-PB AAELO017516-PB 1,972
11 Histone H3,3 histone H3,3 [Homo sapiens] 1,887
12 60S ribosomal protein L36 AAELO000010-PB 1,884
13 Ribosomal protein L15 ribosomal protein L15 1,862
14 Histone H4 replacement, isoform C histone H4 [Drosophila 1,839
melanogaster]
15 40S ribosomal protein S15/S22 AAEL009151-PA 1,81
16 Serine palmitoyltransferase AAEL000706-PA 1,795
17 Histone H2A AAELO07609-PA 1,794
18 60S ribosomal protein L37 AAEL013272 1,777
19 60S ribosomal protein L5 AAEL004325 1,75
20 ribosomal protein L19 ribosomal protein L19 1,719
21 60S ribosomal protein L13a, partial 60S ribosomal protein L13a, 1,709
artial
22 60S ribosomal protein L6 2AEL008188-PA 1,704
23 40S ribosomal protein S8 AAEL008103 1,692
24 40S RIBOSOMAL PROTEIN S6 AAELO000032 1,689
25 40S ribosomal protein S26 AAEL002832-PA 1,687
26 Histone H2B AAELO015674-PA 1,671
27 Microsomal glutathione s-transferase AAEL006829-PA 1,653
28 60S ribosomal protein L18 AAEL008481 1,652
29 CYTB gene product (mitocondrial) AAEL018685 1,647
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Razén de

N° Nombre de la proteina VectorBase DB No abundancia
RA
30 40S ribosomal protein S14 AAEL005266-PA ( )1,636
31 Mitochondrial ATP synthase lipid binding ~ AAEL012740-PA 1,632
protein precursor
32 60S ribosomal protein L24 AAELO008329-PA 1,621
33 AAELO004151-PD Protein ribosomal AAEL004151-PD 1,613
34 60S ribosomal protein L21 60S ribosomal protein L21 1,605
35 Histone H2A AAELO03669-PA 1,603
36 60S ribosomal protein L7a AAEL005722-PA 1,596
37 40S ribosomal protein S23 AAEL012686-PA 1,595
38 AAEL003750-PB AAEL003750-PB 1,595
39 Troponin | AAEL010850-PA 1,589
40 60S ribosomal protein L11 AAEL012944-PB 1,587
41 60s ribosomal protein 138 AAELO05451-PA 1,585
42 60S ribosomal protein L13 60S ribosomal protein L13 1,572
43 40S ribosomal protein S9 AAELO01759-PA 1,569
44 60S ribosomal protein L27a 60S ribosomal protein L27a 1,563
[Aedes albopictus]
45 40S ribosomal protein S2 AAEL010168-PA 1,562
46 60S ribosomal protein L7 AAEL012585-PB 1,546
47 Ribosomal protein L3 ribosomal protein L3 1,544
48 40S ribosomal protein S5 AAEL013625-PD 1,544
49 40S ribosomal protein S4 40S ribosomal protein S4 1,54
50 Putative RNA-binding protein putative RNA-binding protein 1,533
51 40S ribosomal protein S11 AAEL002372-PB 1,532
52 60S ribosomal protein L4 AAEL009994-PA 1,531
53 60S ribosomal protein L22 AAELO07771-PB 1,531
54 60S ribosomal protein L9 AAEL007699-PA 1,522
55 Methionine aminopeptidase 2 methionine aminopeptidase 2 1,516
56 Sodium/potassium-dependent ATPase AAEL010783-PA 1,516
beta-2 subunit
57 60S ribosomal protein L35 60S ribosomal protein L35 1,515
58 60S ribosomal protein L2/L8 AAEL000987-PA 1,513
59 Aminopeptidase N aminopeptidase N 1,513
60 heat shock protein AAELO014843-PA 1,506




9. CAPITULO V

9.1. DISCUSION

En este estudio se evalu6 el estado de la susceptibilidad a los principales
insecticidas piretroides, carbamatos y organofosforados que han sido utilizados en
los programas de control de vectores de las arbovirosis urbanas en Colombia. La
finalidad es brindar un conocimiento mas detallado de los mecanismos de
resistencia a insecticidas que operan en cada una de las poblaciones de Ae.
aegypti evaluadas. Este conocimiento permitira facilitar la toma de decisiones en
términos de uso de insecticidas a nivel municipal. Estos resultados nos permitieron
observar al mismo tiempo los principales mecanismos enzimaticos y moleculares
de resistencia a los insecticidas presentes en las poblaciones de Ae. aegypti
colectadas en campo durante los afios 2014-2015. Las cepas seleccionadas en el
laboratorio nos sirvieron como modelo biolégico pues nos permitieron obtener un
mejor entendimiento de los mecanismos de resistencia que aparecen cuando una
poblacion de mosquitos es expuesta durante un largo periodo de tiempo al mismo
compuesto.

Los bioensayos CDC, las pruebas bioquimicas y la deteccion de las mutaciones
kdr nos permitieron reconocer comportamientos diferenciales entre poblaciones
inclusive las pertenecientes a un mismo municipio, lo cual obedece a diferencias
locales determinadas por la variabilidad genética de la especie y por la presion de
seleccién ejercida por las medidas de control quimico focal para el control de los
vectores de arbovirosis urbanas (129). Estos resultados demuestran entonces que
las poblaciones de Ae. aegypti en un area urbana estan en flujo genético continuo
y que pueden responder a la presion de seleccion focal incluidos los insecticidas y
los xenobioticos encontrados en el medio ambiente (2).

Bioensayos CDC

El estado de la susceptibilidad se determin6 usando los bioensayos CDC(20). Las
dosis diagnostico calculadas fueron las mismas usadas por la Red de vigilancia de
la resistencia del INS(127) y otros investigadores (8,21,83,129). Sin embargo,
antes de realizar los bioensayos en nuestro estudio, las dosis diagnosticos (DD) y
el célculo del tiempo diagndstico (TD) se volvieron a estandarizar con nuestra
cepa de referencia susceptible Rockefeller. Esto debido al uso de nuevos lotes de
insecticidas que pudiesen interferir en la interpretacion de los resultados.

En general encontramos que las DD coincidian con las usadas por el INS, pero se
observo una variacion en los TD para todos los insecticidas piretroides. Los tiempo
diagndsticos para permetrina usados en otros estudios fueron de 15 minutos, en
este estudio el tiempo aumentd a 45 minutos. Para deltametrina y
lambdacialotrina, ambos TD eran 30 y 15 minutos respectivamente, nuestro TD
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calculado para estos insecticidas fue de 40 minutos para ambos. Las variaciones
observadas pueden ser producto de los lotes de insecticidas evaluados. Es por
esto que se sugiere siempre estandarizar las dosis diagnostico en este tipo de
estudio y se recomienda siempre usar la cepa de referencia susceptible como
control cuando se corrigen las lineas base de los insecticidas a evaluar.

Diversas investigaciones sobre el estado de susceptibilidad a los insecticidas
usados en salud publica en Colombia, se han realizado por medio de los
bioensayos CDC, debido a que son mas accesibles que los bioensayos de la
OMS. Los bioensayos de la OMS requieren de tubos y papeles impregnados que
son provistos por esta entidad y en ocasiones la llegada de estos insumos es
tardia y en algunos casos llegan vencidos. Es por esto que los bioensayos de
CDC se han utilizado como una metodologia para hacer vigilancia del estado de la
resistencia en los vectores de diversas enfermedades.

Los bioensayos CDC son méas facil de usar debido a que solo se requiere de la
compra del ingrediente activo del insecticida y de las botellas Wheaton que
pueden ser usadas mdultiples veces. Cabe resaltar que lo importante para este
ensayo es la impregnacion de las botellas y su posterior limpieza para evitar
residuos de los insecticidas que puedan alterar los resultados. Es por eso
entonces que los bioensayos CDC son una buena metodologia que pueden aplicar
las secretarias de salud para realizar el monitoreo de la susceptibilidad de los
vectores de enfermedades a los insecticidas usados por los programas de control
vectorial.

Estado de la susceptibilidad a los insecticidas piretroides, carbamatos y
organofosforados

Los resultados de este estudio mostraron que la resistencia a los insecticidas
piretroides en particular a la permetrina, sigue siendo un fenémeno persistente en
las poblaciones de Ae. aegypti. De acuerdo con los bioensayos CDC, la mayoria
de las cepas de laboratorio al igual que las poblaciones de campo evaluadas,
fueron resistentes al piretroide tipo I- permetrina, excepto la poblaciéon de campo
Medellin AF y la cepa DDT F3o que fueron las Unicas cepas susceptibles a este
piretroide.

Los insecticidas piretroides cuyo ingrediente activo es la permetrina, no se han
usado en Colombia para el control de dengue en salud publica (125), por lo que es
interesante que 6/7 poblaciones evaluadas fueran resistentes a este insecticida.
La resistencia a permetrina ha sido documentada también en Ae. aegypti de los
departamentos de la region Caribe(22), del Casanare (129), Choc6 y Putumayo.
En estos dos ultimos departamentos, la pérdida de susceptibilidad de Ae. aegypiti
a esta molécula se ha asociado mas al uso de la permetrina en los toldillos
impregnados de larga duracion en los programas del control de la malaria y como
ingrediente activo comun encontrado en los insecticidas de uso doméstico y
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agricolas (129). Estudios previos por Fonseca —Gonzales et al. (21) en el afio
2006 encontraron que poblaciones de Ae. aegypti pertenecientes a tres
municipios del departamento de Antioquia fueron susceptibles a permetrina. En
nuestro estudio se encontré que la cepa Medellin AF fue susceptible a todos los
insecticidas piretroides, en contraste con la cepa Medellin BF que fue resistente a
los tres piretroides. En este municipio que pertenece al departamento de Antioquia
los mosquitos de estas cepas fueron colectados en barrios de la ciudad con una
historia diferente en el uso constante del insecticida malation. Los mosquitos de la
cepa Medellin AF pertenecen a barrios con una historia del uso constante del
malatién por aproximadamente 20 afios(80), donde los porcentajes de mortalidad
a este insecticida han bajado relativamente poco (92.5); por el contrario los
mosquitos de la cepa Medellin BF pertenecen a barrios donde el malation no ha
sido usado, y es 100% eficiente en los mosquitos de esa poblacion. Es
interesante entonces observar el comportamiento tan diferente de las poblaciones
de Ae. aegypti inclusive dentro de un mismo municipio.

En cuanto al estado de susceptibilidad al insecticida deltametrina, se encontré que
las tres cepas seleccionadas en el laboratorio y solo una poblacion de campo
fueron resistentes a este insecticida. En Colombia la resistencia y la
susceptibilidad a deltametrina no tienen un patrén de distribucion fijo. Por ejemplo
se han registrado poblaciones de Ae. aegypti resistentes en los departamentos
del Meta, Casanare, Atlantico, Cesar y Huila (8,22,129). Poblaciones de Ae.
aegypti susceptibles a este insecticida se han reportado en los departamentos de
Antioquia, Choc6, Cundinamarca, Caqueta, Casanare, Cauca, Guaviare, Meta,
Narifio, Santander, Putumayo y Valle del Cauca (8,83,129). Por lo que se puede
observar de esta distribucion y de nuestros resultados es que la susceptibilidad a
la deltametrina estd mas generalizada que la resistencia, razén por la cual se
podria pensar en continuar el uso de este insecticida en algunos de los programas
de control vectorial, siempre y cuando se compruebe en cada localidad la
susceptibilidad de los vectores a este compuesto.

En nuestro estudio de las 10 poblaciones evaluadas, cinco cepas fueron
consideradas resistentes para lambdacialotrina, entre estas tenemos dos cepas
de laboratorio y tres cepas de campo. En las otras cinco cepas se observo una
disminucién de la susceptibilidad a este insecticida (80% <mortalidad< 99-100%).
En Colombia se ha encontrado que la lambdacialotrina es el insecticida piretroide
tipo Il al cual los vectores tienen mayor resistencia en el pais (125,142).

La lambdacialotrina fue el insecticida que se usO en los programas de control
vectorial después de que el DDT fuera suspendido en el pais; el uso de la
lambdacialotrina se intensifico en las campafias contra el dengue y contra la
malaria en algunos departamentos de Colombia (21,83,129,142). La resistencia
observada a la lambdacialotrina puede ser producto del uso intensivo de este
insecticida piretroide en estos dos programas de control desde los afios 90°'s y
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posiblemente debido a la resistencia cruzada que se puedo generar al usar por
més de 50 afios el DDT en las campafias anti vectoriales.

En Colombia el fendmeno de la resistencia generalizada al DDT ha sido
ampliamente documentada (8,83,127,142). Esto fue observado también en
nuestros resultados, ya que todas las cepas de campo fueron altamente
resistentes al DDT incluso con mortalidades mas bajas cuando se comparan con
las cepas que han sido seleccionadas en el laboratorio. La alta resistencia al DDT
en Ae. aegypti es un fendmeno que no solo ha sido documentado ampliamente en
el pais sino que también a nivel mundial(17,18,76,81).

En resumen los resultados mostraron que la mayoria de las poblaciones de campo
son resistentes a permetrina, pero algunas mantienen un patron de susceptibilidad
a los piretroides deltametrina y lambdacialotrina. Caso contrario sucedioé con las
cepas seleccionadas en el laboratorio donde se pudo observar que las cepas
Propoxur F,9 y Lambdacialotrina F,g presentaron resultados similares, pues ambas
fueron resistentes a los tres piretroides evaluados. Esto nos hace pensar que el
proceso de seleccidbn con propoxur o lambdacialotrina estaria generando un
mecanismo de resistencia que confiere resistencia cruzada entre ambos tipos de
insecticidas.

Los bioensayos CDC con propoxur y malatibon mostraron que todas las cepas de
campo fueron susceptibles a ambos insecticidas. Sin embargo se encontr6 que las
tres cepas seleccionadas en el laboratorio fueron resistentes a propoxur pero
susceptibles a malatién indicandonos que entre las cepas de laboratorio no hay
mecanismos de resistencia que generen resistencia cruzada entre propoxur y
malatién. En Colombia son pocas las poblaciones que han presentado resistencia
a ambos insecticidas (8,142); de manera general, en anteriores estudios se ha
documentado la susceptibilidad al malation en poblaciones de Ae. aegypti del pais,
a pesar de que este insecticida se ha usado con frecuencia en los programas de
control de vectores, especialmente durante los brotes de DENV por medio de
fumigaciones ULV la susceptibilidad a este insecticida persiste en la poblaciones
de Ae. aegypti en Colombia(21).

Mecanismos de resistencia enzimaticos: Enzimas de detoxificacion
esterasas, GST y Citocromos P*®

Los andlisis bioquimicos mostraron que la actividad de las enzimas de
detoxificacion de los insecticidas en las cepas y poblaciones estudiadas fue
variable. Tanto las enzimas esterasas como los citocromos P*° se encontraron
elevadas en muy pocas cepas y poblaciones, en contraste las GST se observaron
elevadas en siete de las 11 cepas y poblaciones evaluadas. En particular las
cepas seleccionadas en el laboratorio no presentaron un aumento significativo en
la actividad de estas enzimas, pues se observo que solo la cepa DDT F3 fue la
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Unica con actividad elevada de las esterasas y ninguna cepa de laboratorio
registré un aumento de los CYPs P*°.

Las enzimas alfa esteras se encontraron elevadas en dos cepas de campo
(Yumbo y Medellin BF), mientras que las beta esterasas solo en la cepa Propoxur.
La actividad de las esterasas con el sustrato paranitrofenil solo se encontré
elevada en una cepa de campo (Girén). En anteriores estudios en Colombia, se
observo que los altos niveles de las enzimas esterasas estaban mas asociadas a
la resistencia a los organofosforados principalmente al temefés (8,95). Estas
enzimas catalizan la hidrélisis de los ésteres carboxilicos y se ha encontrado que
los cambios en sus niveles de expresion son el mecanismo de resistencia que
ocurre con mayor frecuencia en los insectos. Dado que todas las poblaciones
evaluadas fueron susceptibles al malation y solo la cepa Palmira fue resistencia al
temefds, se sugiere que esta enzima en las poblaciones con actividad elevada no
esta participando en la resistencia a estos insecticidas.

Los citocromos P*° solo se encontraron elevados en las cepas de campo Yumbo
y Medellin BF; ambas poblaciones fueron resistentes a permetrina y deltametrina.
De las cepas seleccionadas en el laboratorio ninguna registr6 un aumento de la
actividad de esta enzima. Los citocromos P**° se han encontrado aumentados en
poblaciones resistentes a piretroides, relacionandolos como mecanismos de
resistencia en estas poblaciones. Estas enzimas contienen grupos hemo-tiolatos y
estan presentes en casi todos los organismos donde estan involucradas en el
metabolismo de una amplia gama de moléculas, incluidos los insecticidas
piretroides (110). La mayoria de los P*° que estan involucrados en procesos de
desintoxicacion catalizan la oxidacion de xenobiéticos a través de una reaccion
monooxigenasa, que modifica la estructura quimica de los insecticidas para
hacerlos mas solubles, el cambio estructural hace que el insecticida se pueda
conjugar con acidos organicos permitiendo la eliminacion de estos compuestos a
través de la diuresis del mosquito (86,111).

Diferentes perfiles enzimaticos de las esterasas y CYPs P*° han sido descritos en
la poblaciones de campo de Colombia a lo largo de los afos. Por ejemplo
Ocampo & Wesson durante los afios 2000-2001 encontrontraron una disminucién
de las esterasas en las poblaciones de Cali, pero se observé que algunas de estas
mismas poblaciones aumentaron los CYPs P** con tan solo un afio de
diferencia(2). Durante el afilo 2009 en un estudio con poblaciones de Ae. aegypti
del departamento del Casanare las enzimas esterasas se encontraron disminuidas
cuando se compararon con la cepa susceptible Rockefeller, pero todas
presentaron citocromos P*° elevados. En este estudio todas las poblaciones
evaluadas fueron resistentes a permetrina y lambdacialotrina (129).

Ocampo et al., encontraron que en mosquitos Ae. aegypti de localidades de Huila,

Cauca, Narifio y Valle del Cauca presentaban enzimas esterasas elevadas(8). Sus
resultados podrian estar reflejando la respuesta de los mosquitos debido al uso
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intensivo que tenia el temefos desde 1980 y del malation en los programas de
control de dengue durante los afios 90s(125) y posterior década hasta la
introduccion de los piretroides como insecticidas de primera linea en el control
vectorial.

En Ae. aegypti de la costa caribe colombiana, Maestre entre los afios 2010-2011
no encontrd actividades alteradas de las enzimas de detoxificacion a pesar de que
los mosquitos presentaban resistencia a los piretroides que se evaluaron,
indicando que el mecanismo de kdr era el responsable principal de la resistencia a
los piretroides deltametrina, ciflutrina y permetrina en estas poblaciones (22).
Nuestros resultados sugieren que las esterasas al igual que los citocromos P*° no
son los mecanismo enziméticos mas predominantes en las poblaciones de campo
en el periodo que estamos evaluando y por lo tanto no son los mecanismos
principales que confieren la resistencia a los piretroides tipo I y Il en las cepas que
de Yumbo y Medellin.

La variabilidad en el comportamiento de las enzimas esterasas y citocromos P*®°
gue se ha observado a través de los afios en diferentes estudios podria deberse al
cambio en los patrones de fumigacion, pues el uso de malation se vio reducido y
se incrementd el uso de los piretroides como adulticidas. igualmente el uso del
temefos en el control larvario se disminuyé debido a los reportes previos de
resistencia a este organofosforado (66), por lo que en muchas secretarias de salud
se optd por usar larvicidas de origen biolégico como Bacillus thuringiensis o
algunos inhibidores de crecimiento y de la sintesis de la quitina

La actividad de las GST se encontré elevada en siete de las 11 cepas evaluadas,
observandose un incremento en una de las cepas seleccionadas en el laboratorio
(Propoxur Fo9) y seis cepas de campo. Las glutation S transferasas, estan
asociadas con la desintoxicacion y resistencia a los insecticidas DDT
(Diclorodifeniltricloroetano) (96,98-100). Se ha documentado que esta clase de
GSTs juegan un papel muy importante en conferir resistencia al DDT vy
particularmente en Colombia son las GST epsilébn 2 (GSTe2) las que se han
encontrado relacionadas con la resistencia al DDT en el pais (8,21,99,126). La
presencia de estas GSTs podria tener algin papel en la regulacion y en el
mecanismo de resistencia en las poblaciones de Ae. aegypti en Colombia no solo
para el DDT si no que podrian estar desempefiando algin papel en la resistencia
a los piretroides, particularmente a la permetrina, o podrian ser producto del
aumento del uso de piretroides como lambdacihalotrina para el control de las
formas adultas del vector.

Lumjuan et al., (2011) encontraron que tanto las GSTe2 como las GSTe7 estan
implicadas en la resistencia a deltametrina (96). Si bien la manera como las GSTs
confieren resistencia a los piretroides aun no esta dilucidada, se cree que las
GSTs pueden ayudar a proteger contra el estrés oxidativo inducido por los
piretroides, gracias a una actividad predominantemente peroxidasa en presencia
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de los piretroides(109). Nuestros datos sugieren que la alta actividad de las GSTs
podrian estar ayudando a conferir resistencia a los insecticidas piretroides, ya que
de las seis cepas de campo que presentaron la actividad de las GSTs elevada,
tenian en comun que cinco fueron resistentes a permetrina, una fue resistente a
deltametrina y dos fueron resistentes a lambdacialotrina.

Otros resultados interesantes que se observaron en los ensayos bioquimicos es
gue las cepas seleccionadas en el laboratorio no presentaron un aumento de los
CYPs P*? y los mecanismos enziméaticos no se han visto favorecidos en el
proceso de seleccion del laboratorio. Cabe resaltar que en el afio 2008 (8),
Ocampo y colaboradores realizaron un analisis bioquimico de las esterasas y
citocromos de las cepas seleccionadas en el laboratorio que en este estudio
utilizamos, pero en las filiales F; y Fg. Los resultados en ese estudio demostraron
gue no habia diferencias significativas en estas enzimas al ser comparadas con la
cepa Rockefeller. Veintitrés generaciones después del proceso de seleccion con
el insecticida DDT, se observé que la seleccion aumentd la actividad de las
esterasas alfa y beta, a pesar de que se esperaba un aumento de las GSTs con
este insecticida. La seleccidn con el insecticida propoxur solo generé un aumento
en las GSTs y la seleccion con lambdacialotrina no generé ningin cambio en el
perfil enzimatico, a pesar de que se esperaba un aumento en los CYPs P*°.

De acuerdo a los resultados de las filiales F; y Fs de ese estudio y los de éste
estudio (F,9) de la cepa seleccionada con lambdacialotrina, los citocromos no
fueron seleccionados como mecanismo de resistencia a los insecticidas
piretroides, y a pesar de que la cepa lambdacialotrina fue altamente resistente a
los insecticidas piretroides y al DDT, la seleccién con este insecticida no generé la
seleccion de ningun mecanismo enzimético, lo que nos siguiere que la resistencia
en esta cepa esta mediada principalmente por las mutaciones kdr.

Mecanismos moleculares de resistencia: Mutaciones kdr

La presencia de las mutaciones kdr Val1016lle y Phe1534Cys se observo en todas
la poblaciones evaluadas, incluida la cepa de referencia Rockefeller (aunque en
bajas frecuencias), a pesar de que esta cepa es susceptible a todos los
insecticidas evaluados. La frecuencia para la mutacion Ile1016Val encontrada en
el presente estudio estuvo en un rango entre (0,02-0,72) y la frecuencia de la
mutacion Phel534Cys se encontro entre 0,44 a 0,99, indicando que esta ultima
mutacion es mas frecuente y se encuentra casi fijada en la mayoria de las cepas
evaluadas.

Las mutaciones en el canal de sodio son un importante mecanismo de resistencia
gue se denomina resistencia “Knockdown” o “kdr” y es el resultado de alteraciones
en la proteina que conforma los canales de sodio dependiente de voltaje (VGSC)
de los mosquitos (73). Esta proteina es el sitio de accién de los insecticidas
piretroides y del DDT. La mutacion Vall1016lle se produce por un cambio en un
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nucleotido (G—A) en la primera posicion del codén 1016 del dominio Il del VGSC,;
este simple cambio causa una sustitucion del aminoacido valina a una isoleucina
(112). La mutaciéon Phel534Cys esta ubicada en el dominio Ill del VGSC, en el
codoén 1534, donde un cambio del nucleétido T—G, produce una sustitucion del
aminoacido fenilalanina a una cisteina (123). Al presentarse estos cambios el sitio
de union del insecticida cambia y por ende el piretroide no puede unirse al canal,
lo que produce una reduccién en la susceptibilidad al ingrediente activo.

La mutacion Vall016lle fue descrita por primera vez en el afio 2006 en las
poblaciones de Ae. aegypti de Latinoamérica, donde se le asocio a la resistencia
permetrina en aquellos individuos homocigotos para esta mutacion (112,124). Esta
mutacién se ha encontrado ampliamente distribuida en el continente americano,
pues se ha reportado la presencia de la misma en poblaciones de Ae. aegypti de
México (88,112,124,143), Islas Caiman (123), Martinica y Guadalupe (79),
Jamaica (144), Brasil (121,122) y Venezuela (120).

En Colombia el primer reporte de la mutacion Vall016lle se registré en
poblaciones del Caribe en el afio 2014, donde la frecuencia alélica de 1le1016 fue
de (0.07-0.35). En estas poblaciones se observo una gran cantidad de individuos
heterocigotos Val/lle y de homocigotos Val/Val. Un andlisis de correlacion entre
estas frecuencias y las razones de resistencia (RR) mostraron que las mutacion
Vall016lle estaba relacionada con resistencia deltametrina, cilfutrina y permetrina,
pero no para lamdacialotrina y DDT (22). Posteriormente, en un estudio en
poblaciones de Ae. aegypti del departamento del Quindio en el afio 2015 la
frecuencia del alelo 1le1016 se encontré baja (0,02-0,05), cabe resaltar que en
estas poblaciones de mosquitos no se observaron homocigotos mutantes lle/lle y
muy pocos heterocigotos Val/lle (145), indicando que en estas poblaciones el
mecanismo kdr no estaba presente. En nuestros resultados encontramos que en
la mayoria de mosquitos ambos alelos estan en mayor frecuencia en
homocigosidad, que corresponde a individuos homocigotos silvestres Val/Val (
n=352), seguidos por los homocigotos mutates lle/lle (h= 216) y solo un individuo
de la cepa Propoxur F,g fue heterocigoto Val/lle.

En las poblaciones de Ae. aegypti de México la mutacion Vall1016lle ha registrado
un rapido incremento en la frecuencia y dispersion en las poblaciones de
mosquitos de este pais. Se ha observado un aumento de la frecuencias desde 0,0
a 0,7 en tan solo siete afios (88,124) sugiriendonos que la mutacion Val1016lle se
transmite facilmente. Garcia et al., 2009 (124), sugirieron que el rapido aumento
de las frecuencias del alelo mutante 1le1016 se ve favorecido en aquellas
poblaciones donde el alelo silvestre Vall016 es parcialmente dominante y donde
se ha observado un alto numero de individuos heterocigotos Val/lle, pues al
parecer la heterocigosidad confiere resistencia al insecticida permetrina,
permitiendo entonces que los mosquitos sobrevivan, y el aumento del alelo
lle1016 se vea favorecido por la sobrevivencia de los individuos heterocigotos, que
rapidamente pueden producir progenie homocigotos lle/lle (88,124). Indicando que
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esta mutacion al conferir resistencia a los insecticidas piretroides permite una
ventaja de los individuos que la poseen, y les permite heredar esta caracteristica a
la siguiente generacidon, produciendo un rapido aumento en la poblacion de
individuos mutantes y altamente resistentes, hasta que la mutacion se fije en estas
poblaciones.

Con respecto a la mutacion Phel534Cys, se observo que las frecuencias alélicas
de Cys1534 fueron mayores que para el alelo 1le1016. En nuestros resultados se
destaca la ausencia de homocigotos tipo silvestre Phe/Phe (n=46) y en contraste
se observd una gran cantidad de individuos homocigotos Cys/Cys (n=424). Esta
mutacién se encontré fija en la cepa de laboratorio Lambdacialotrina F* y en las
cepas de campo de Yumbo y Palmira (Valle del Cauca) con frecuencias de 0,99.
Hasta el momento, en Colombia esta mutacion solo se habia reportado en nueve
individuos de Sucre (23), donde todos los mosquitos analizados fueron
heterocigotos, en contraste con nuestros resultados, donde se evidencié una gran
cantidad de individuos homocigotos (Cys/Cys) para esta mutacion.

La mutacion Phel534Cys fue descrita en el afio 2009 en poblaciones resistentes a
permetrina y se le asocié como mecanismo de resistencia “Knockdown” para este
insecticida (123,130) y en poblaciones de Islas Caiman también se le asoci6 con
resistencia al DDT (123). Esta mutacién ubicada en el dominio 11IS6 del canal de
sodio ha sido reportada en varios paises de Asia (114,146,147), Oriente Medio
(114) y en Latinoamérica (79,88,120,121,123,144,148).

Las frecuencias alélicas de Cys1534 fueron mayores que para el alelo lle1016
este mismo patréon se ha documentado en otras poblaciones de Ae. aegypti. Por
ejemplo en las poblaciones de Venezuela el alelo Cys1534 se ha encontrado casi
o fijjo en varias poblaciones, con un rango de frecuencia entre (0,35-1,00). En
Islas Caiman la frecuencia de este alelo se report6 entre 0.57-1,00 (123), al igual
gue en las Islas Guadalupe y San Martin donde los rangos estuvieron entre 0,92-
0,98 y recientemente en Jamaica se encontré que este alelo estaba fijo en todas la
poblaciones de Ae. aegypti estudiadas.

Vera- Maloof y colaboradores (88) plantearon la hipétesis de que el alelo Cys1534
aparece rapidamente en las poblaciones y su frecuencia se incrementa mucho
mas rapido que 1le1016 y que la resistencia a los piretroides requiere de la
evolucion secuencial de estas dos mutaciones. Las mutaciones en los dominios I
y Il se sinergizan de modo que los mutantes dobles 1le1016/Cys1534 (IC) tienen
mayor resistencia a los piretroides que aquellos mutantes que solo tienen una
mutacion kdr(88).

El andlisis de las frecuencia de los haplotipos para ambas mutaciones,
evidenciaron que el haplotipo lle1016/Cys1534 (IC), donde los individuos son
homocigotos para ambas mutaciones, fue el mas comun ( n=205) con frecuencias
haplotipicas encontradas en la poblaciones de 0,0096 a 0,72, siendo la cepa
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Lambdacialotrina F,9 quien presentd la frecuencia mas alta. En contraste el
haplotipo lle1016/Phel534 (IF) estuvo casi extinto en las poblaciones, solo 14
individuos presentaron este haplotipo con frecuencias entre 0,0 a 0,005, estos
datos coinciden con los obtenidos por Vera-Maloof et al, donde el haplotipo
lle1016/Phel534 fue raramente detectado en Ae. aegypti de México (88).

Solo dos cepas de nuestro estudio presentaron una alta susceptibilidad al
insecticida permetrina, Rockefeller y Medellin AF. Ambas cepas presentaron una
frecuencia alélica de Cys1534 de 0,44 pero una baja frecuencia de 1le1016 (0,04 y
0,02) respectivamente. El haplotipo 11e1016/Cys1534 (IC) en la cepa Rockefeller
tuvo frecuencia de 0,04 (n=2) y en Medellin AF la frecuencia fue de 0,0096 (n=1).
Estos resultados pueden sugerir que la sola presencia de la mutacién Cys1534 no
fue suficiente para generar resistencia a la permetrina en ambas cepas.

En el afio 2010 la mutacion Cys1534 también fue asociada con resistencia al DDT
en poblaciones del Caribe. Nuestros datos sugerian que posiblemente la
presencia de esta mutacion en la cepa Rockefeller, era la causante de la baja
mortalidad con el insecticida DDT que estdbamos detectando en los bioensayos
CDC. Para comprobar esta hipotesis se realiz6 un andlisis con el fin de
determinar si la presencia de la mutacion en los individuos sobrevivientes a la
exposicion con DDT les conferia la resistencia. Al realizar el analisis de Fisher (p=
0,0156) y posterior Chi? (p=0,0221), ninguna de las pruebas dio significativa, por lo
gue estos datos nos sugieren que la presencia de esta mutacion por si sola
tampoco confiere resistencia al DDT. Sin embargo es necesario realizar otro tipo
de andlisis pues el nimero de individuos evaluados en esta prueba fue pequefio
(n=42) y solo se consideraron individuos de la cepa Rockefeller y no se puedo
evaluar en una cepa de campo (ver anexo VII).

En cuanto a las cepas de referencia seleccionadas con lambdacialotrina y
propoxur, las frecuencias de ambas mutaciones kdr fueron altas, siendo la cepa
Lambdacialotrina Fy9, la que obtuvo las frecuencias alélicas mas altas de ambas
mutaciones (0,72 para 1le1016 y 0,99 para Cys1534) al ser comparada con las
demas cepas evaluadas. Cabe resaltar que en esta cepa, no se observo una
actividad enzimética alterada y el Unico mecanismo de resistencia detectado fue
kdr; esta cepa fue altamente resistente a todos los insecticidas piretroides, al DDT
y al propoxur.

El hecho que la cepa Lambdacialotrina F,g fuera resistente a propoxur y que solo
se detectara como mecanismo de resistencia las mutaciones kdr, sugiere que
posiblemente estas mutaciones pueden conferir resistencia a este insecticida, que
es un carbamato y cuyo sitio de accion no es el canal de sodio. Pero es necesario
confirmar estos hallazgos, o es posible la existencia de otros mecanismos no
evaluados que confieran resistencia cruzada entre el propoxur y los priteroides. Al
observar las frecuencias alélicas de 11€1016 y Cys1534 en la cepa Propoxur Fag,
se encontro que las frecuencias de ambos alelos tenian altas frecuencias (0,32 y
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0,97 respectivamente). El propoxur al igual que otros insecticidas carbamatos
tiene como mecanismo de resistencia la inhibicibn de la enzima
acetilcolinesterasa y se desconoce que tengan como sitio de accion el canal de
sodio de los mosquitos. Se requieren futuros estudios para entender el papel que
los genes Kdr puedan tener en la resistencia a propoxur.

Sin embargo Saavedra en el afo 2007(112) en el primer estudio de las
mutaciones 1le1016 en poblaciones de Ameérica Latina, encontré que en mosquitos
de Ae. aegypti de Santiago de Cuba que fueron seleccionadas con el insecticida
propoxur durante 14 generaciones, la frecuencia del alelo 1le1016 aumenté de
0.033 en la cepa original a 0,40 en la cepa seleccionada con propoxur llamada “F14
propoxur”’, y que esta cepa Fi4 propoxur mostré resistencia a los piretroides. La
explicacion mas parsimoniosa que los investigadores brindaron es que el alelo
lle1016 esta ligado a un loci condicionado por la resistencia a propoxur y que la
seleccion con este insecticida conduce a un rdpido aumento de este alelo
vinculado a kdr.

En el presente estudio se encontré que la cepa propoxur F,g, fue resistente a los
tres insecticidas piretroides evaluados, presentando resistencia cruzada con
permetrina, deltametrina y lambdacialotrina al igual que con el DDT. Esta cepa
solo presenté actividad de las GSTs elevadas y la presencia de ambas mutaciones
kdr, por lo que estos datos sugieren que tanto las actividades elevadas de la GSTs
junto con las mutaciones kdr si podrian estar cumpliendo un papel en la
resistencia a propoxur y que la seleccion con este insecticida favorece la aparicion
de mutaciones kdr.

Anadlisis protedmico de los tubulos de Malpighi e intestino medio

El analisis protedmico realizado en los tejidos de tubulos de Malpighi e intestino
medio de las diferentes cepas analizadas permitié identificar 438 proteinas, la
mayoria de ellas se asociaron con funciones cataliticas y con el metabolismo de
los aminoacidos, lo que confirma el papel metabdlico que cumplen ambos tejidos
en los mosquitos. El intestino medio de los mosquitos tiene una funcién digestiva
secretora y de absorcion; secreta enzimas digestivas y absorbe los nutrientes al
realizarse una alimentacion, ya sea con azucar o con sangre (149,150). Por su
parte los tubulos “renales "de Malpighi, en los mosquitos hembra, juegan un papel
importante en la diuresis post- alimentacion con sangre, ya que este es un tipo de
sistema secretor y osmoregulador, que elimina el exceso de iones y agua de la
hemolinfa de los mosquitos después de una alimentacion sanguinea (151).

En la mayoria de los artrépodos que se alimentan de sangre, el intestino medio
juega un papel crucial porque es el tejido primario involucrado en el procesamiento
de la sangre. Es responsable no solo de la digestion y la absorcidén de nutrientes,
sino que también es el primer sitio de contacto por patdgenos potenciales como
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virus, parasitos y bacterias (152). Adicional a esto, tanto el intestino medio como
los tubulos de Malpighi, cumplen una funcion muy importante en la detoxificacion
de los xenobidticos, incluidos los insecticidas(151,153).

Ingham y colaboradores (2014), realizaron un analisis del transcriptoma de cuatro
partes del cuerpo de Anopheles gambiae de cepas resistentes y susceptibles a
todas las clases de insecticidas. El analisis de los transcriptos se realizd por
separado en los tubulos de Malpighi, el intestino medio, el resto del abdomeny el
remanente de todo el mosquito. Los investigadores encontraron que tanto en los
tubulos de Malpighi, como el intestinio medio se observdé un enriquecimiento
general en la transcripcion de genes de las cuatro principales familias de genes de
detoxificacion (carboxilesterasas, glutation S-transferasas, UDP
glucornyltransferases y citocromos P**%) (110,153,154). También se ha encontrado
que los tubulos de Malpighi en mosquitos no alimentados con sangre se
caracterizan por la expresion de transcritos asociados con secrecion / diuresis de
liquido, transportadores de iones, canales de agua, subunidades H + -ATPasa de
tipo V, enzimas de desintoxicaciéon xenobiética, por ejemplo citocromos P**,
glutatién S -transferasas, transportadores de casetes de unién a AT y metabolismo
de purinas (110,150,151).

En el presente estudio varias proteinas relacionadas con resistencia insecticidas
fueron identificadas en el analisis protedmico en ambos tejidos, entre ellas dos
citocromos P**° que han sido asociados a resistencia a permetrina en Ae. aegypti
(98,103,104,155). Estos citocromos fueron identificados como CYP9J10
(AAELO06798) y CYP6Z9 (AAELO09129). En Ae. aegypti los citocromos de la
subamilia CYP9J y CYP6 se han relacionado con resistencia a permetrina y
deltametrina (106). En particular los citocromos de la subfamilia CYP9J como por
ejemplo los CYP9J24, CYP9J28 Y CYP9J32, este ultimo se ha encontrado sobre
expresado en cepas de Ae. aegypti resistentes a permetrina y deltametrina(106).
Uno de los citocromos identificados en el analisis protebmico fue el P9J10 —
(AAEL006798), si bien esta enzima no se encontrd sobre-expresada en nuestras
cepas resistentes; en otros estudios la misma enzima se ha encontrado sobre-
expresada en poblaciones de Ae. aegypti resistentes a permetrina de paises
como Tailandia, México, Isla Caiman y Cuba (98,103,106).

El citocromo CYP6Z9 (AAEL009129) que también fue identificado en los analisis
protedbmico, pero tampoco se encontrd sobre-expresado en nuestras cepas
resistentes; en otros estudios se le ha relacionado con resistencia a piretroides
debido a su capacidad de ayudar a metabolizar estos insecticidas. Bariami y
colaboradores ( 2012) encontraron que en la cepa resistente llamada “Caiman”, el
CYP6Z9 se encontraba sobre-expresado; esta cepa fue colonizada a partir de
larvas de Ae. aegypti de la Isla Caiman y se caracteriza por ser altamente
resistente al DDT, permetrina y deltametrina (103). Posteriormente en el afio 2013,
en un estudio usando modelamiento in silico y ensayos in vivo, usando la
expresion del CYP6Z en levadura, se pudo demostrar el papel que este citocromo
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puede estar cumpliendo en conferir resistencia al ser capaz de metabolizar
metabolitos derivados de los piretroides (110).

Al realizar el andlisis de las posibles asociaciones funcionales, usando el sofware
libre STRING 10.5 y teniendo como base las 438 proteinas encontradas en los
tubulos de Malpighi y el intestino medio, se pudo observar una red de
interacciones del metabolismo del glutation, conformada por 12 proteinas de las
cuales seis pertenecen a las GSTs: GSTD1; GSTS1, GSTe4, GSTX1, GPXH1 y
GSTe2. La alta actividad de las GST coincidio con los resultados obtenidos en las
pruebas bioquimicas, donde siete de las 11 cepas evaluadas presentaron una
actividad elevadas de las GSTs. En los insectos las GST han sido clasificadas en
seis clases (Delta, Epsilon, Omega, Sigma, Theta y Zeta), las mas abundantes
encontradas en los mosquitos son Delta y Epsilon, estas dos GSTs corresponden
a casi el 65% encontradas en los dipteros(96,100,156), siendo las GST de la
clase de Epsilon la que se asocia mas comlnmente con la resistencia a
insecticidas (96,156).

En Aedes (Stegomyia) aegypti las GSTs GSTe2, GSTed4 y GSTe7(157), se han
encontrado en poblaciones resistentes a piretroides, pero se resalta que las GST
Epsilon 2 son muy eficientes para metabolizar el DDT y la expresion elevada de
estas enzimas se ha encontrado en poblaciones resistentes a DDT vy piretroides
de Tailandia, México y en Colombia, en poblaciones de Ae. aegypti de algunos
municipios de Antioquia, Chocé y Putumayo(21,96,98,100,155,156). Otras
proteinas que se encontraron en estos dos tejidos que se sospecha pueden estar
relacionadas con resistencia a insecticidas fue un Transportador ABC
(AAEL008134)(103) y una aldehido deshidrogenasa (AAEL011756)(157).

El analisis de la expresion diferencial de las proteinas entre las cepas resistentes
contra las cepas susceptibles, demostré que las cepas (DDT, lambdacialotrina y
Rockefeller) gue han sido seleccionadas en el laboratorio fueron mas homogéneas
gue las cepas de campo (Yumbo, Buga y Medellin AF) de acuerdo a la razon de la
abundancia (RA) de las proteinas (cuadro 11). Estos resultados pueden deberse
a que las cepas de laboratorio han sido mantenidas bajo las mismas condiciones
ambientales o a la endogamia sufrida durante su proceso de colonizacién. Al
comparar los datos de los analisis protedmicos con las pruebas bioquimicas, se
encontré que la cepa DDT solo presentd actividad aumentada de las esterasas,
sin embargo estos datos no se observaron en el andlisis de expresion diferencial
en el estudio protedmico, ya que la Unica proteina diferencialmente expresada (RA
1.62) en la cepa DDT al compararla con la cepa Rockefeller, se identific6 como
(AAEL012618-PA) que corresponde a una proteina hipotética conservada.

Por su parte la cepa lambdacialotrina que fue resistente a todos los piretroides, de
acuerdo a los ensayos bioquimicos no generd ningln mecanismo enzimatico, en
el estudio protedmico, solo se encontr0 una proteina sobre-expresada al
compararla con la cepa Rockefeller (susceptible), esta correspondid a una
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proteina cuticular pupal ( AAEL012618-PA), aunque no se encontraron datos que
demuestren el papel de esta proteina en conferir resistencia a piretroides, la
sobre-expersion de ciertas proteinas cuticulares se les ha relacionado con
resistencia a insecticidas(158). En cepas resistentes de Anopheles stephensi,
Culex pipiens pallens, Ae. albopictus y Ae. aegypti la sobre-expresion de genes
que codifican proteinas cuticulares se ha asociado a resistencia a
insecticidas.(158-161). El engrosamiento de la cuticula se ha considerado como
un mecanismo de resistencia a los insecticidas, ya que estos al ser compuestos
lipofilicos penetran al insecto a través de la cuticula, el engrosamiento cuticular
dificulta que el ingrediente activo entre al sistema circulatorio y nervioso del
insecto y por lo tanto con la cantidad del insecticida para alcanzar el sitio objetivo
dentro del mosquito (159).

En cuando al andlisis de la expresién diferencial de las proteinas entre las cepas
de campo resistentes (Yumbo + Buga) vs la cepa susceptible de campo (Medellin
AF), se encontraron 60 proteinas sobre- expresadas en las cepas resistentes. La
sobre-expresion de estas proteinas fue determinado usando como umbral de
sobre expresion (>1,5 “razén de abundancia”). En el analsis se encontré que el
61% (37/60) fueron proteinas ribosomales, seguidas por 6 histonas y 6 proteinas
qgue no pudieron ser identificadas, debido a que no se encontré informacion en las
bases de datos consultadas.

En la actualidad el papel de las proteinas ribosomales y su asociacion a la
resistencia a insecticidas en Ae. aegypti, no se ha dilucidado. Varios estudios con
Culex pipiens pallens (otro mosquito perteneciente a la clase diptera), encontraron
gue varios genes ribosomales fueron sobre expresados en Cx. pipiens resistentes
a deltametrina, entre ellas la RPL22 localizada en la subunidad grande del
ribosoma 60S (162,163). Posterior a estos estudios, otras proteinas ribosomales
han sido encontradas en Cx. pipiens resistentes a deltametrina, entre ellas estan
la proteina RPS29 de la subunidad 40S ribosoma (164,165) y la RPL39 de la
subunidad 60S (166). En contraste, Li y colaboradores encontraron que en Cx.
pipiens quinquefasciatus hubo una correlacion negativa entre la expresiéon de las
proteinas ribosomales en mosquitos resistentes a lamdacialotrina (167).

Las proteinas ribosomales conforman los ribosomas, que son macromoleculares
altamente conservadas, responsables de la sintesis de proteinas en las células.
Existen aproximadamente 80 proteinas ribosOmicas diferentes y estan presentes
en las células eucariotas, estas proteinas regulan procesos de transcripcion y
traduccién especificos de un gen (168,169). Ademas, las células eucariotas
producen variantes alternativas de ribosomas para adaptarse a las condiciones
cambiantes y a la necesidad del organismo en respuesta a un estimulo
particular(168). Datos bioquimicos y protedmicos han demostrado que las
diferentes proteinas ribosémicas se producen en diferentes condiciones; es decir,
la composicion de las proteinas ribosomales varia entre los tejidos, estados de
desarrollo o como respuesta a estimulos externos (170). Al observar en nuestras

123



cepas resistentes a piretroides, que una gran cantidad de proteinas ribosomales
se encuentren sobre expresadas en los mosquitos resistentes, nos podria estar
indicando un aumento en el recambio proteico o la expresion genética alterada en
estas cepas, en respuesta al fenotipo resistente o las condiciones ambientales a
los cuales estos mosquitos de campo han estado expuestos.

9.2. CONCLUSIONES

La resistencia a insecticidas piretroides en poblaciones de Ae. aegypti en
Colombia estan mediadas por multiples mecanismos. Durante el periodo
del estudio en el que se recolectaron las muestras de las poblaciones de
campo (2014-2015), se detect6 como mecanismos principales de
resistencia a piretroides, la alta actividad de las enzimas GSTs (en
particular las GSTe2) y la presencia de las mutaciones kdr Val1016lle y
Phel534Cys. Esto confirma que la resistencia a insecticidas piretroides es
multifactorial y que es un fendmeno genético.(74,75,93). Los mecanismos
de resistencia pueden variar en el tiempo en respuesta a los insecticidas
aplicados por los programas de control. Estos mecanismos aparecen como
respuesta a la presion de seleccion ejercida por los insecticidas usados,
razon por la cual se debe realizar un seguimiento constante de estos
mecanismos a través del tiempo.

Los mdultiples mecanismos que estadn asociados a resistencia a los
insecticidas piretroides en las poblaciones de Colombia, ademas de que es
evidente la variabilidad espacial de la resistencia, requiere la
implementacion de estrategias apropiadas dependiendo del o los
mecanismo(s) encontrado(s) en cada localidad. Los resultados de este
estudio resaltan la importancia de tener un panorama actual sobre el estado
de la resistencia a los insecticidas usados en salud publica para el control
de Ae. aegypti y de la identificacion de los mecanismos de resistencia
subyacentes. Este estudio permiti6 observar diferencias en los
mecanismos asociados a la resistencia en las localidades evaluadas, como
también identificar cambios en los mecanismos en las localidades que
habian sido previamente evaluadas en otras investigaciones. Nuestros
resultados demuestran la importancia de la evaluacién periddica de la
resistencia y sus mecanismos para identificar las potenciales estrategias
para su manejo.

Debido a la variabilidad de los mecanismos de resistencia encontrados en
el presente estudio una estrategia apropiada de manejo de la resistencia
debe incluir rotaciones de insecticidas con diferentes modos de accion, el
uso de inhibidores enziméaticos o métodos alternativos que no estén
basados en el uso de quimicos de la misma clase o incluso medidas no
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guimicas, con el fin de retrasar o revertir la resistencia a las pocas
moléculas evaluadas y recomendadas por la OMS para ser usadas en el
control de las ETVs, extendiendo asi la vida util de esos ingredientes
activos.

Los resultados de este estudio resaltan la importancia de tener un
panorama actual sobre el estado de la resistencia a los insecticidas usados
en salud publica para el control de Ae. aegypti y de la identificacion de los
mecanismos de resistencia subyacentes. Por ello, resulta evidente la
necesidad de un monitoreo sistemético de la resistencia a insecticidas en
las areas de mayor transmision de arbovirosis y con mayor uso de
insecticidas. Se sugiere entonces a las secretarias de salud y a los grupos
de ETV, que las estrategias del manejo de la resistencia a los piretroides,
incluyan la rotacion de los insecticidas, el uso de inhibidores enzimaticos, el
control larvario usando biolarvicidas y/o reguladores de crecimiento,
inclusive abre la posibilidad de usar nuevos enfoques basados en la
biotecnologia para controlar las poblaciones de Ae. aegypti y asi disminuir
la probabilidad de la transmisién de DENV, CHIKV y ZIKV en nuestro pais.

10. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

De acuerdo a nuestros datos, las mutaciones kdr (VallOl16lle +
Phel534Cys) y la sobre expresion de la GSTe2, podrian ser usados como
marcadores de resistencia en poblaciones de campo de Ae.aegypti de
Colombia.

Se recomienda realizar la deteccion de otras mutaciones kdr que puedan
estar asociados a la resistencia a piretroides en poblaciones de campo de
Ae. aegypti. Esto con el fin de obtener un panorama general de las
frecuencias de estas mutaciones en las poblaciones de Ae. aegypti de
Colombia.

Usando la técnica de secuenciacion completa del genoma o “whole genome
sequencing”, se podria analizar diferencias genéticas (polimorfismos) entre
las poblaciones resistentes y las susceptibles que pudiesen estar
cumpliendo un papel en la resistencia a los piretroides y otros insecticidas
usados en salud publica.

Con el fin de aprovechar los resultados obtenidos en este trabajo, se
sugiere evaluar otros mecanismos de resistencia a piretroides. Existe un
micro arreglo llamado “Aedes detox chip”, que permite identificar entre 204
a 235 genes de detoxificacibn en Ae. aegypti y podrian ser usados para
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comparar los perfiles de expresion en poblaciones susceptibles y
resistentes. Posteriormente los genes sobre-expresados en las poblaciones
resistentes se podrian validar por medio de gPCR cuantitativa y asi poder
encontrar algunos genes candidatos como marcadores moleculares de
resistencia a insecticidas en Ae. aegypti del pais.

Manejo de la resistencia a los insecticidas piretroides en Colombia

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de los mecanismos de resistencia en
poblaciones de Ae. aegypti de Colombia (Cuadro 13), se encontraron los posibles
escenarios de resistencia a los insecticidas usados en salud publica (Anexo).

Escenario 1. Las mutaciones Kdr, en particular la Vall016 podrian estar fijada o
cerca de la fijacion en la poblacién, haciendo el uso de insecticidas piretroides
ineficaz en los programas de control. Este es el caso de las poblaciones de
Yumbo y Medellin BF donde se sugiere que el uso de los piretroides sea
restringido y que los métodos de control se enfoquen en el control larvario. En
caso de brote si es estrictamente necesario, se sugiere realizar fumigacion ULV
con malation, debido a la susceptibilidad a este insecticida presentada por las
poblaciones de mosquitos.

Escenario 2. El segundo escenario seria la presencia de ambos mecanismos
anteriormente descritos, las mutaciones Kdr Val1016lle y Phe1534Cys (frecuencia
de la mutacion Vall016lle baja) y enzimas de detoxificacion (Esterasas + GST +
CYP P%9).

Debido a la presencia de la mutacion kdr lle1016 que confiere resistencia a los
piretroides tipo | y de las enzimas que puedan estar ayudando a la resistencia. Se
propone que la posible soluciébn a este escenario seria el uso de insecticidas
piretroides tipo Il u organofosforados, con inhibidores de las enzimas que estan
participando en la resistencia.

Dependiendo de los mecanismos enzimaticos encontrado en las poblaciones de
los mosquitos, se pueden usar los siguientes inhibidores:

+ S.S.S-tributil fosforotritioato (DEF), el cual inhibe la actividad de las esterasas

* Butdxido de Piperonilo (PBO), el cual inhibe la actividad de las oxidasas

« Etacrinico sodico (EA), maleato de dietilo (DM) y clorofenethol (CF), los cuales
inhiben la actividad de la glutatién s -transferasa.

Bajo este precepto se proponen dos escenarios en la presencia de ambos
mecanismos:

Escenario 2.1. Mecanismo de resistencia Kdr + las 3 principales enzimas

de detoxificacion (Esterasas, GST y CYP*") como en el caso de Yumbo y
Medellin BF, se sugiere el uso de larvicidas de origen biolégico para el control
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larvario (se recomienda Bacillus thuringiensis) o inhibidores de la sintesis de la
quitina. En caso de brote se siguiere realizar fumigacion ULV con malation y una
mezcla de los inhibidores de las enzimas GST y citocromos P**°.

Escenario 2.2. Mecanismo de resistencia Kdr + GST, como en el caso de
Buga, Palmira, Cali y Medellin AF se recomienda el uso de un insecticidas
piretroides tipo Il ( Deltametrina o lambdacialotrina), con una combinacion de
etacrinico sédico (EA) o maleato de dietilo (DM) y/o clorofenethol (CF), los cuales
inhiben la actividad de la glutation s -transferasa.

Escenario 3. El Ultimo escenario podria presentar solo resistencia de tipo
metabolica, para la cual el manejo adecuado seria el uso de insecticidas
piretroides con una combinacién de inhibidores especificos. Este es el caso de
Medellin AF, que no presentd frecuencias alélicas altas de la mutacion kdr
Vall016lle, pero si una actividad de las GST elevadas, por lo cual en estas
poblaciones se podria usar para fumigaciones ULV piretroides tipo Il + inhibidores
de las GST. También se sugiere el control larvario con temefos, Bacillus
thuringiensis o inhibidores de la sintesis de la quitina.
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Cuadro 13. Resumen de los mecanismos de resistencia a insecticidas piretroiedes encontrados.

Cepal Poblacion

Fenotipo

Mecanismo

Mecanismo enzimatico
molecular

Permetrina Deltametrina Lambdacialotrina

Anadlisis proteémcio
CYP ILE CYS

Esterasas GST P450 1016 1534

Cepa de laboratorio

PROTEINA ESTRUCTURAL CUTICULAR -

Rockefeller Susceptible Susceptible  Susceptible 0,04 0,44 CUTICULAR PUPAL 78E
PROTEINA ESTRUCTURAL CUTICULAR -

DDT Fy Pérdida  Resistente  Pérdida ALTAS 01 0,8 CUTICULAR PUPAL 78E

Propoxur F,, Resistente Resistente Resistente ALTA 0,32 0,97

Lambdacialotrina F,, Resistente Resistente Resistente 0,72 0,99 PROTEINA ESTRUCTURAL CUTICULAR

Poblacién de campo
PROTEINAS RIBOSOMALES, SERINE

Buga F, Resistente  Pérdida Pérdida ALTA 0,27 0,88 .Fr’gg“ggﬁm IRhngsg'éﬁ@é“ﬁﬁﬁgiggﬁgfi
HEAD SHOCK PROTEIN
PROTEINAS RIBOSOMALES, SERINE

Yumbo F, Resistente Pérdida Resistente ALTAS ALTA ALTA 0,69 0,99 _'?’é"ol\ggﬁ:‘,\r I%gf;gﬁ&“ﬁﬁi%iggﬁ;gg;
HEAD SHOCK PROTEIN

Palmira F, Resistente Pérdida Pérdida ALTA 0,52 0,99

Cali (pdC) F, Resistente Pérdida Pérdida ALTA 0,24 0,74

Girén F, Resistente Pérdida Pérdida ALTAS 0,54 0,94

Medellin (BF) F, Resistente Resistente Resistente ALTA  ALTA 0,71 0,82

Medellin (AF )F, Susceptible Pérdida Pérdida ALTA 0,02 0,44 GLUTATION PEROXIDASA GPX CYP6AG3
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13. ANEXOS

13.1. Anexo |. Formato del comite de ética.
AR 1
A

EE

CIDEIM
—_——
COMITE DE ETICAEN | N PARA ANI ESD

ACTA DE APROBACION DE PROYECTOS

Valida EXCLUSIVAMENTE para ser presentada ante COLCIENCIAS a la CONVOCATORIA
PARA PROYECTOS DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION EN SALUD - 2014 (No.
857-2014).

Este documento quadara registrado en acta de reunidn ordinaria del CIEIA / CIDEIM

TITULO DEL PROYECTO: "MECANISMOS MOLECULARES DE LA RESISTENCIA A
PIRETROIDES EN POBLACIONES DE AEDES AEGYPT! DE COLOMBIA®

Sometido por: CLARA BEATRIZ OCAMPO. Bitloga PhD.
Fecha en que fue sometido: junio 4 de 2014

El CENTRO INTERNACIONAL DE ENTRENAMIENTO E INVESTIGACIONES MEDICAS
(CIDEIM), ha establecido el Comité Institucional de Etica de Investigacion para el manejo de
animales de experimentacion (CIEIA), el cual esta regido por la Ley 84 del 27 de diciembre de
1989 del Ministerio de Salud de Colombia, en la cual se adopta el Estatuto Nacional de
Proteccitn de los Animales y se crean unas contravenciones y se regula lo referente a su
procedimiento y competencia; y por la Resolucion 008430 del 4 de octubre de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacién en salud

Este Comité certifica que:
1. Ha revisado de manera expedita los siguientes documentos del proyecto:
. (X) Protocolo de investigacion

. (X) Consideraciones éticas
c. (X) Certificado de aprobacién del Comité Técnico-Cientifico

o®

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por los siguientes miembros de! Comité
(nombre y representacion)

RAFAEL HAMBURGER. Md. V. Esp.
Presidente CIEIA / CIDEIM

3. El Comité considera que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los
animales en experimentacién son adecuadas.

El Comité informara inmediatamente a las directivas institucionales:

Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.

Cualquier suspension o terminacion de la aprobacién por parte del Comité,
Lesiones o sufrimiento causados a los animales no reportados por el Investigador

L g

10. El investigador principal debera informar al Comité:

Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no
podran iniciarse sin |a revisién y aprobacién del Comité

Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos para los animales y otros.
Informar cualquier decisién fomada por otros comités de ética,

La terminacién prematura o suspension del proyecto explicando la razén para esto.

aoo
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13.2. Anexo Il Formato usado para los Ensayos CDC (Informacién
confidencial de CIDEIM)

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE MOSQUITOS ADULTOS A INSECTICIDAS
METODOLOGIA BOTELLAS CDC - ATLANTA

Fecha de la prueba: Hora de la prueba: Responsable

Tipo de insecticida: Nombre del insecticida: Concentracion

Fecha de
Especie de mosquito: Bioensayo N°: impregnacion
botella

No. de usos de la botella No. de insectos por
Fecha de expiracion impregnada botella

Temp. Méaxima: Humedad Relativa Edad mosquitos:

REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 REPLICA 4 CONTROL

Minut
inuios VIVOS | MUERTOS | VIVOS | MUERTOS | VIVOS | MUERTOS | VIVOS | MUERTOS | VIVOS | MUERTOS
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24 horas

TOTAL

vivos 24h

OBSERVACIONES
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13.3. Anexo lll. Procedimiento para ensayos bioquimicos

Ensayo de Acetilcolinesterasa

V] Solucidn Mo=Homogenizado = 200

I ul

25 Homogenizado por duplicas Filas A, B, Cy D = 150 ul
clu

14 Buffer Triton al 1% pH 7.8 13,920 pl = 13.92 ml

5

10 0.008 gr DTNB (5, 5"-Ditio-bis(2-acido Nitrobenzoico) + 2 ml 960 pl = 0.96 ml

Na,HPO, 0.1M pH 7.0
* Disolver 0.015 gr ASCHI en 5 ml H,O, separar la mitad (para 5000ul
media placa) y a una agregar 5 ul de Propoxur 0.1 M 5.0ml/2= 2500u1=2.5 ml

clu

25 ASCHI sin propoxur ala 12, 38 52y 72 Filas 1200 pl= 1.2 ml

25 ASCHI con propoxur ala 28, 42 62y 82 Filas 1200 pl=1.2 ml

Leer en Multiskan Spectrum a 405 nm por 5 minutos (Thermo
Labsystems)

*Nota: ASCHI= Acetil TioColina lodada. En caso que la solucion
de ASCHI, no alcance mejor disolver 0.017 gr ASCHI en 6 ml
H,0, separ la mitad y agregar a una mitad 5 pl de propoxur 0.1
M

Ensayo de esterasas generales

pl Solucién Mo=Homogenizado
=110yl
20 Homogenizado por duplicas
Preparar 120 ul a-naphtyl y 120 ul B-naphtyl acetato 30 mM, 9,600 ul =9.6 ml
disuelto en 12 ml de Na,HPO,0.02M pH 7.2 cada uno.
200 a-naphyl acetato (Duplicas) a la 13, 32, 52 y 72 Filas 9,600 pl =9.6 ml
200 B-naphyl acetato (Duplicas) a la 22, 42, 62 y 82 Filas 9,600 ul =9.6 ml
Dejar por 30 minutos a temperatura ambiente
50 0.023 gr Fast-blue + 2.25 ml H,0 + 5.25 ml SDS 5% 4,800 pl = 4.8 ml

fijo.

Dejar a temperatura ambiente 5 minutos y leer a 570 nm en punto

Ensayo de Paranitrofenil acetato (PnPA)

p Solucion

10 Homogenizado por duplicas Mo=Homogenizado
=50 pl

200 | 20 ml de Buffer Fosfato Na,HPO,50 mM pH 7.4 + 100 pul de p- 19,200 pl = 19.2 ml

Nitrofenil Acetato 0.1 M (100 mM)

Leer a 405 nm por 2 minutos
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Ensayo de citrocomos P*°.

Ml Solucidn Mo=Homogeniz
ado = 150 pl

20 Homogenizado por duplicas

80 K,HPO, pH 7.2 7,680 ul = 7.68
ml

200 Disolver 0.01 gr Tetrametilbencidina en 5 ml de metanol, agregar 15 19,200 pl =

ml Na C,H;0, (Acetato de Sodio) 0.25M pH 5.0 19.20 ml

25 H,O, al 3% 2,400 ul=2.4

ml

*Mantener 1 hora a temperatura ambiente, leer a 650 nm en punto fijo

Ensayo de Glutatién S transferasas (GST)

pl Solucidn Mo=Homogeniza
do =70 pl
10 Homogenizado por duplicas
200 | 0.065 gr Glutation reducido en 20 ml de buffer Na,HPO,0.1M pH 6.5 | 19,200 pl =19.2
+ 0.013 gr CDNB (1-Cloro-2,4-DinitroBenceno) disuelto en 1 ml de ml

metanol

Leer a 340 nm por 5 minutos

*Nota: Primero disolver 0.065 gr Glutation reducido en 20 ml de Buffer
Na,HPO,0.1M pH 6.5 y luego agregar la solucién de CDNB (1-Cloro-
2,4-DinitroBenceno), disuelto en 1 ml de metanol.

Ensayo de proteinas totales

ul Solucidn Homogenizado =
30 ul
10 Homogenizado por duplicas
300 Biorad diluido 1:4 (7:28) en H,O Tridestilada 28,800 ul = 28.8
ml

Dejar 5 minutos a temperatura ambiente y leer a 570 nm en punto
fijo
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13.4. Anexo IV. Cuantificacion de la actividad enzimatica de las esterasas, Glutation S transferasay

Citocromos P**°,
a est_erasas(pmql B est_erasas(pmoll P NPA (umol p NPA/min/mg GST (mmol CDNB Cyt P*° (mmol P*%mg prot)
prod/min/mg proteina) prod/min/mg proteina) prot) conj/min/mg prot)
Cepas
: Dt (P , Dt (P , Dt (P : Dt (P : Dt (P
n Mediana SD Value) Mediana  SD Value) n Mediana SD Value) n Mediana SD value) n Mediana SD Value)
Cepas de laboratorio
Rockefeller 72 0,00044 0,0001 0,00058 0,0003 48 0,821 0,51 72 1,296 0,75 48 0,0011 0,0003
DDT F*°

Propoxur F*°

Lamdacialotri
na F*

72 0,00068 0,0003 0,000 0,00082 0,0004 0,000 72 0,965 0,46 0,302 72 1,429 0,48 0,872 72 0,0012 0,0003 0,993
72 0,00054 0,0002 0,630 0,00052 0,0003 0,994 72 0,673 0,48 0,997 72 2,001 1,98 0,000 69 0,0008 0,001 1,000

72 0,00040 0,0002 0,990 0,00039 0,0003 1,000 71 0,464 0,19 1,000 72 1,566 0,86 0,670 72 0,0013 0,0009 0,951

Cepas de campo
Buga F*

Yumbo F?
Palmira F

Cali (pdC) F*
Girén F*

Medellin (BF) F*

Medellin
(AF )F?

72 0,00043 0,0003 0,145 0,00038 0,0004 1,000 47 1,003 035 0,933 72 2951 2,38 0,000 48 0,0014 0,0006 0,757
48 0,00075 0,0001 0,000 0,00075 0,0002 0,150 72 0,994 026 0,69 72 3,988 1,56 0,000 72 0,0018 0,0004 0,007*
72 0,00046 0,0002 0,105 0,00042 0,0002 1,000 72 0,764 0,27 1,000 72 1,893 1,19 0,041 72 0,0011 0,0003 0,998
72 0,00042 0,0001 0,997 0,00040 0,0001 1,000 72 0,993 0,418 0,111 72 2,647 1,67 0,000 72 0,0013 0,0003 0,832
72 0,00044 0,0001 0,987 0,00051 0,0002 1,000 72 1,108 0,8 0,000 72 1,732 1,01 0,094 72 0,0011 0,0004 0,998
72 0,00068 0,0002 0,000 0,00063 0,0002 0,980 48 0,607 0,23 1,000 72 2,426 1,33 0,000 72 0,0014 0,001 0,038*

72 0,00042 0,0002 0,638 0,00047 0,0001 1,000 72 0,758 0,343 0,999 72 1,899 1,22 0,009 72 0,0011 0,0007 1,000

* La diferencia en las medianas es significativa si el valor P es <0.05
La prueba t de Dunnett (Dt) trata a un grupo (Rockefelller) como un control y la compara contra todos los otros grupos.
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13.5. Anexo V. Extraccion de ADN usando Buffer de Pat’s Roman

Extraction of DNA from single mosquitoes
Modified from Bender, Spierer and Hogness (J. Mol. Biol 168, 17 1983)

Pat Romans, can be stored on the shelf for months.

Final concentration For 100 ml

0.1 M NaCL 584 mg NaCL

0.2 M Sucrose 6.85¢

0.1 M Tris HCL ph 9.1-9.2 1.211 g Tris, Trisma
0.05 M EDTA 1.861 gt EDTA (Na2)
0.5% SDS 5 mL 10% SDS

Bring to 100 ml, adjust pH 9.2

1. Freeze mosquitoes and add 1 to each 1.5 ml microfuge tube containing 30l
(Modified 60 pl) of Pat romans. Grind at least 10 seconds using a pestle attached
to a homogenizer. Monitor progress of grinding visually and don’t stop until you can
identify no part. Carefully rinse pestle into the tube with another 30ul Pat Romans.

2. When all grinding is complete microfuge tubes a few seconds just to get everything
off the sides of the tube and into in the extraction buffer at the bottom. This is

important.
3. Incubate at 65 °C in a dry bath for 30 min.

4. While tubes are still warm, add 7 ul of 8M KAc to a final concentration of 1M. Mix

by tapping the tubes.
5. Incubate on ice 30 minutes (more is OK).

6. Microfuge at maximum speed for 15 min at room temperature. Transfer

supernatants to fresh 1.5 ml microfuge tubes using a pipette.

7. Add 100 pl of 100% EtOH to the supernatants, mix and incubate at room
temperature for 5 min ( at this point you can freeze supernatant/EtOH at -20°C
overnight ) Microfuge 15 minutes. Carefully remove the EtOH with a pipette. The

DNA will be a purplish pellet.

8. Add 100 pl cold 75% EtOH to the pellets and tap to resuspend. Microfuge 5 min.

Remove EtOH.

9. Repeat step 8 using 100% EtOH. At this point the pellets will not be very firmly

attached to the tubes, so be careful removing EtOH.

10. Spin in a speed vac for 10 minutes. Make sure that no traces of EtOH remain.
(Modified. If you do not have speed vac, you can leave the tubes drying at room

temperature).

11. Dissolve nucleic acid pellets in a volume of ~ 100 to 150 pl of TE (Tris-EDTA pH
8.0) DNA can be stored at 4°C or frozen at — 80°C (Modified. If you do not have

TE, you can dissolve the acid pellets with water molecular grade).
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13.6. Anexo VI. Real Time PCR para deteccion de mutaciones kdr.

Melting Curve-PCR to identify Isoleucine 1,016 in the Aedes aegypti “para” gene.
(Karla Saavedra, Oct-2012)

ives, Primers and nt
iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad 170-8880)
Real Time Thermocycler
Flat cap strips (Bio-Rad TCS0803)
Low 96-well white multiplate PCR plates (Bio-Rad MLL9651)
1.5 ml tubes
ddH,0
Primers suspended in TE pH 8.0 for a final 500 picomoles/ul concentration

Valioef GCGGGCAGGGCGGCGGEGGCGGGGCCACAAATTETTTCCCACCCGCACCGE
Ile;o1ef GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA
Ilejoiex TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

Melt-Curve PCR Reaction

* Thaw reactives and keep in ice
* Calculate number of reactions
* Ina 1.5 ml Eppendorf tube, prepare master mix as follows:

Reactive irx 10rx 70rx 97rx
ddH,0 S.88 98.8 691.6 958.3
iQ SYBER mix 10.00 100.0 700.0 970.0
Primer Vall0lef 0.04 0.4 2.8 3.8
Primer IlelQl6f 0.04 0.4 2.8 3.8
Primer IlelQlé6r 0.04 0.4 2.8 3.8
Total volume (nl) 20.0 nul 200.0 1400.0 1940.0

Mix by pipetting

Load 20 pl of the ‘master mix” into each well of the PCR plate

Add 0.5-1.0 ul of DNA template

Cover reaction with flat cover strips

Centrifuge plate for 2 minutes to ensure per-reaction is at the bottom of the well.

Thermocycler conditions
95°C 3min
95 °C 10sec
60 °C 10 sec
72°C 30 sec
39 more times to step 2
95°C 10sec
Melting curve 65°C o 95°C
Increment 0.2°C per 10 sec + Plate read END
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Reading results

You will see two different melting curve peaks:
e 79 °C corresponds to the product amplified with the short primer, which is
specific for allele A (ATA codes for Isoleucine or mutant type).
* 85 °C corresponds to the product amplified with the long primer, which is specific
for allele G (GTA codes for Valine or susceptible type).

In your samples, three different genotypes are possible:
®  AA, one single peak at 79 °C. This is a homozygote for Ile g6, resistant.
* GG, one single peak at 85 °C. This is a homozygote for Val,gys, susceptible.
* AG, both peaks are present (79 °C and 85 °C). This is a heterozygote Ile;g¢/
Vaho[e.

1000 +

E

E §
i
' 1 -
2 " Lo 1

PSS EPUPUrEE B

Analyzing data
A common way to interpret results is by calculating the allele frequency for each

mosquito population.

e In an excel worksheet, list the genotype information for ~50 mosquitoes. You can
write the name of the population, sex, if bioassay alive or dead, etc.

e Add the genotype of each mosquito AA, GG or AG

o Count # of individuals with each genotype: AA, GG or AG
The total allele frequency is p*+2pq+q*=1
p= #homozygotes GG, g= #homozygotes AA, pq= #heterozygotes AG

® To calculate the Ile1016 allele frequency

AA allele frequency = 1*(#AG heterozygotes) + 2*(#AA homozygotes)

2*(total # of mosquitoes analyzed)
Frequencies closer to | have higher frequencies of the resistant allele.
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Melting Curve-PCR to identify Cysteine 1,534 in Aedes aegypti “para” gene.
Black Lab, 2012 (From Yanola et al., 2011 protocol)

—
-

Reactives, Primers and Equipment

iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad 170-8880)

Real Time Thermocycler

Flat cap strips (Bio-Rad TCS0803)

Low 96-well white multiplate PCR plates (Bio-Rad MLL9651)

1.5 ml tubes

ddH20

Primers re-suspended in TE pH 8.0 for a final 500 picomole/ul concentration.

A second dilution at 50 picomoles/ul is also required. [eg pipette 100 ul of primer
(at 500pmol/ul) and add 900 pl of ddH,0].

Cys1534e N « 7T TG TTCTTCATCATGT]

Fhel534+ B CTACTTTGTGTTCTTCATCATAT
1534~ TCTGCTCGTTGAAGTTETCAAT
2. PCR Reaction

* Thaw reactives and keep in ice
¢ Calculate number of reactions
¢ Ina 1.5 ml Eppendorf tube, prepare master mix as follows:

Reactives 1lrx 10rx 64rx 96rx
ddg.0 9.53 95,30 610.00 815.0
1Q SYBER mix 10.00 100.00 640.00 860.0
Primer *CysiS34+ 0.068 0.66 4.23 6.4
Primer *Pheib534+ 0.20 2.00 13.00 19.3
Primer *1534- 0.20 2.00 13.00 19.3
Total volume (pl) 20.00 200.00 1280.20 1920.0

*Primars at 50 pmol/ul

Mix by pipetting

Load 19.6 pl of the ‘master mix' into each well of the PCR plate

Add 0.5to I ul of DNA template

Cover with flat cover strips

Centrifuge plate for 2 minutes to ensure reaction mix is at the bottom of the well.
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3. Melting curve and thermocycler cenditions

95°C 3 min

95°C 10sec

57°C 10sec

72°C 30 sec

39 more times to step 2

95°C 10 sec

Melting curve 65°C to 95°C
Increment 0.5°C per 5 sec + Plate read
END

4. Reading results

You will see two different melting curve peaks:
e 80 °C corresponds to the product amplified with the short primer, which is
specific for allele T (TTC codes for Phenylalanine or susceptible allele)
e 85 °C corresponds to the product amplified with the long primer, which is specific
for allele G (TGC codes for cysteine or resistant allele).

In your samples, three different genotypes are possible:
e TT one single peak at 80 "C. This is a homozygote for Phe, s34, susceptible.
® GG, one single peak at 85 “C. This is a homozygote for Cys,sas, resistant.
* TG, both peaks are present (80 “C and 85 °C). This is a heterozygote.

1400
1200

Temperature, Celsius
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13.7. Anexo VII. Mutaciones Kdr como mecanismo de resistencia al Dicloro
fenil tricloroetano (DDT).

Pregunta de Investigacion: ¢La presencia de la mutacion Kdr Cys1534 en el
canal de sodio dependiente de voltaje en los mosquitos de las cepas susceptible
Rockefeller que sobreviven a la exposicion al DDT esté relacionada con el fenotipo
resistente?

OBJETIVO GENERAL
Determinar la asociacion entre la presencia de las mutaciones Kdr Phel534Cys y
el fenotipo resistente para DDT en la cepa de referencia Rockefeller de Aedes

aegypti.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la susceptibilidad al insecticida DDT en la cepa Rockefeller Ae. aegypti

Indicador: Porcentaje de mortalidad determinado para la dosis evaluada.
¢ Fenotipo de los mosquitos evaluados determinado.

2. Evaluar la presencia de las mutaciones Kdr Phel534Cys en Ae. aegypti cepa
Rockefeller expuestos a DDT.
Indicador: Presencia y frecuencias alélicas de las mutaciones Kdr
Phel534Cys calculadas.
e Asociacion del fenotipo resistente y de la presencia de las mutaciones Kdr
como mecanismo de resistencia al insecticida DDT determinada.

Estrategia Metodoldgica: Mosquitos hembras de Aedes aegypti de la cepa de
referencia Rockefeller serdn expuestas a 2000 pg/ml de DDT usando la
metodologia de botellas impregnadas del CDC(20).

La determinacion de esta dosis es basada en resultados previos, donde se
expuso Ae. aegypti de la cepa Rockefeller para calcular la concentracion letal
(LCg9) Yy LCsp. (Gréficas 1Ay 2A).

Sin embargo nunca se alcanzo el 99-100% de mortalidad, por lo que se decide
exponer a la dosis en la cual se obtuvo la mayor mortalidad que fue del 70%.
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Figura 1A. Porcentaje de mortalidad para Aedes aegypti, cepa Rockefeller expuestas a diferentes
dosis de DDT.
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Figura 2A. Andlisis probit para la determinacion de la CLg, para el insecticida DDT en Aedes
aegypti, cepa Rockefeller expuestas a diferentes dosis de DDT.

Después de la exposicion durante una hora a la concentracion de 2000 pg/ml de
DDT, los mosquitos seran trasladados a recipientes de recuperacion hasta las 24
horas post exposicion. Se registrara la mortalidad nuevamente y los mosquitos
seran separados de manera individual de acuerdo al fenotipo registrado
(Resistente/sobreviviente)- (susceptible/muerto).

Posteriormente a cada mosquito se le extraera el ADN siguiendo la metodologia
de Bender usando el buffer de Pat’'s Roman(171) para detectar la presencia de las
mutaciones Vall016lle y Phel534Cys. La deteccion de la mutacion Phel534Cys
se realizara por medio de una PCR en tiempo real, usando el protocolo descrito
por Saavedra y Yanola, usando los iniciadores Cysl1534+,Phel534+y1534-
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(88,112,120).

Como controles positivos y negativos en cada PCR se usara el ADN de mosquitos
de campo F; de ciudades pertenecientes a diferentes estados de México, seran
usados como referencia de homocigotos para las mutaciones (110161 y C1534C),
estas muestras fueron donadas por la estudiante de doctorado Farah Zamira Vera
Maloof, de la Universidad del Estado de Colorado.

Para interpretar los datos se calculara la frecuencia de los alelo para cada
poblacion de mosquitos (el total de la frecuencia de los alelos se obtiene a partir
de la férmula p2+2pg+g2=1).

Para determinar la asociacion fenotipo (Resistente/susceptible) —genotipo
(Cys1534) se usara la prueba de Chi® o el estadistico exacto de Fisher segun el
namero de individuos para cada genotipo. Para todas las pruebas se aceptara un
valor de significacion estadistica del 5% (p<0,05).

Resultados.
Ensayos CDC con DDT a una concentracion de 2000 pug/ml

En total se evaluaron 142 mosquitos hembra. El porcentaje de mortalidad y
namero de individuos muertos y vivos a diferentes tiempos de exposicién se
muestran en la cuadro 1A.

Tabla 1A. Resultados de los ensayos CDC con la cepa Rockefeller expuesta a a
una concentracion de 2000 pg/ml de DDT.

Tlemp_o.c!e % Vivos Muertos Total

exposicion Mortalidad
0 0,0 98 0 98
5 3,0 93 5 98
10 2,1 96 3 99
15 4.7 93 7 100
20 13,0 85 19 104
25 19,4 80 29 109
30 29,5 72 43 115
35 51,5 45 78 123
40 62,6 31 93 124
45 73,8 21 109 130
50 83,2 14 123 137
55 83,7 14 124 138
60 88,3 12 132 144

24 horas 86,5 15 127 142
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Analisis de asociacion entre el fenotipo resistente y la presencia de la
mutacion Phel534 Cys

Los resultados de la PCR en tiempo real se muestran en el cuadro 2A. En total se
analizaron 41 mosquitos. El nidmero de mosquitos seleccionados se debe a la
cantidad de reactivos disponibles para realizar la PCR en tiempo real.

Cuadro 2A. Numero de mosquitos susceptibles y muertos con su respectivo
genotipo para la mutacion Cys1534.

Fenotipo SS RS RR Frecuencia Frecuencia
(Phe/Phe) (Phe/Cys) (Cys/Cys) alelo Phe alelo Cys
Rockefeller vivo 10 1 3 0,75 0,25
Rockefeller 8 2 17 0,34 0,66
Muerto
Total 18 3 20 0,47 0.53

Se planted la siguiente hipoétesis nula:

Ho= Fenotipo resistente al DDT en la cepa Rockefeller depende de la presencia
de la mutacion Cys1534.

Inicialmente se realiz6 una prueba de Fisher para los homocigotos encontrados.
Se construy6 una tabla de contingencia 2 x2 (Cuadro 3A) con los fenotipos y los
genotipos encontrados. (https://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2/).

Cuadro 3A. Tabla 2 x 2 con los fenotipos y genotipos de mosquitos de la cepa
Rockefeller expuestos a 2000 ug/ml de DDT.

Outcome 1 Outcome 2

Phenotype (RR) (SS) Total
Group vivo 3 10 13
Group muertos 17 8 25
Total 20 18 38

Fisher test The two-tailed P value equals 0.0156.
Chi square with Yates correction Chi squared equals 5.238 with 1 degrees of freedom.
The two-tailed P value equals 0.0221

Debido a que el valor de P para una prueba de dos colas fue de 0,0156, se
rechaza la hipotesis nula. Es decir el fenotipo resistente no es dependiente de la
presencia de la mutacion Cys1534. Este resultado también se obtuvo al realizar
una Chi cuadrada con correccion de Yates (P= 0,0221)
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Posteriormente se realiz6 un una prueba de Fisher y de Chi?, en una tabla de
contingencia 2 x 3 (cuadro 4A), teniendo en cuanta los heterocigotos encontrados.
Se uso el programa libre “Chi square Test Calculator” disponible en la siguiente
pagina de internet: http://www.socscistatistics.com/tests/chisquare2/Default2.aspx

The chi-square statistic is 6,9303. The p- value is 0,31268. The result is significant
at p< 0,05.

Cuadro 4A. Tabla 2 x 3 con los fenotipos y genotipos de mosquitos de la cepa
Rockefeller expuestos a 2000 pg/mi de DDT.

Phenotype RR (Cys/Cys) RS (Phe/Cys) SS (Phe/Phe) $c?t\lz\allls

Rockefeller 3 (6,83) [2,15] 1 (1,02) [0,00]10 (6,15) [242] 14
Rockefeller 1713 17y [1,11]2 (1,98) [0,00]8 (11,85) [1.25] 27
muerto ) ) ) k) ) )

Column 41 (Grand
Totals 20 3 18 Total)

The chi-square statistic is 6,9303. The p- value is 0,31268. The result is significant at p< 0,05
La tabla de contingencia a continuacion proporciona la siguiente informacion: los totales de células
observadas, (los totales de células esperados) y [la estadistica de chi-cuadrado para cada celda].

Nuevamente se rechaza la hip6tesis nula.
De acuerdo a nuestros hallazgos la mutacion Phel534Cys no esta asociada con
resistencia al DDT en la cepa Rockefeller de Ae. aegypti.
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13.8. Anexo VIII. Peptide labeling using TMT Isobaric Mass Tags preceded by
in-solution digestion

Material Preparation:
100 mM TEAB (triethyl ammonium bicarbonate) Add 500 uL of the Dissolution Buffer (1 M
TEAB) to 4.5 mL of ultrapure water.
LYSIS:
Lysis Buffer: Add 200 uL of the Denaturing Reagent (10% SDS) to 1.8 mL of 100 mM
TEAB.
Note (FROM TMT KIT): Lysis buffers such as Laemli (prepared without glycerol), RIPA
Lysis and Extraction Buffer or 8 M urea in 50 mM TEAB or HEPES buffer, pH 8 may be
used as alternative denaturing cell lysis buffers. For urea-based lysis buffer, protein
samples must be diluted to < 1M urea before digestion, and the final C18 desalting step is
not optional. Addition of protease and/or phosphatase inhibitors during lysis is optional and
may interfere with MS analysis.
IF YOU USE urea-based lysis buffer, you can apply FASP protocol! After FASP protocol, add
100 pL of 100 mM TEAB to dried tryptic peptides and perform peptide labeling directly. Less
buffer volume can be used depending on sample amount.
REDUCTION:
200 mM TCEP: Add 70 pL of the Reducing Reagent (0.5 M TCEP) to 70 uL of ultrapure
water. Then add 35 pL of the Dissolution Buffer (1 M TEAB).
Note: 200 mM DTT can be used instead (Dissolve 30.85 mg of DTT in 1 ml of 200 mM
TEAB)
AKYLATION:
375 mM iodoacetamide: Dissolve 9 mg of IAA with 132 pL of 100 mM TEAB immediately
before use.
TMT labeling:
TMT reagents: Immediately before use, equilibrate the TMT Label Reagents to room
temperature.
For the 0.8 mg vials, add 41 pL of anhydrous acetonitrile to each tube.
For the 5 mg vials, add 256 pL of solvent to each tube.
Allow the reagent to dissolve for 5 minutes with occasional vortexing. Briefly centrifuge the tube to
gather the solution. If you have 5 mg vials, aliquot 41 pL of each Tag to a new tube (6 vials in total
per Tag).
Note: Reagents dissolved in anhydrous acetonitrile are stable for one week when stored at -
20°C. Reagents are stored at -80°C.
5% Hydroxylamine HCI Dissolve 50 mg of hxdroxylamine HCI into 1 mL of 100 mM TEAB.
Sample preparation
1. Centrifuge sample (lysate, plasma, serum) at 16,000 x g for 10 minutes at 4°C.
2. Carefully separate the supernatant and transfer into a new tube.
3. Determine the protein concentration of the supernatant (using BCA Protein Assay or Bradford)
according to standard procedure.
4. Transfer 100 pg of proteins into a new microcentrifuge tube and adjust to a final volume of 100
pL with 100 mM TEAB.
NOTE: You can use reduced sample amount and volume accordingly (e.g. to 50 ul),
but if you use reduced sample volume have in mind that the volumes of
reducing/alkylating reagents.
5. Add 5 pL of the 200 mM DTT and incubate sample at 55°C for 1 hour.
6. Immediately before use, prepare 375 mM iodoacetamide by dissolving 9 mg of IAA in 132 pL of
100 mM TEAB. Protect solution from light (e.g. using aluminum foil).
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7. Add 5 pL of the 375 mM iodoacetamide to the sample and incubate for 30 minutes, protected
from light at room temperature. Aluminum foil can be used to cover the samples.

8. Add six volumes of pre-chilled (-20°C) acetone (600uL) and freeze at -20°C for at least 4 hours
up to overnight.

9. Centrifuge the samples at 8000 x g for 10 minutes at 4°C. Carefully invert the tubes to decant the
acetone without disturbing the white pellet. Allow the pellet to dry for 2-3 minutes.

Protein Digestion
1. Resuspend 100 pg of acetone-precipitated protein pellets with 100 puL of 100 mM TEAB. If you
use less sample, reduce buffer volume (e.g. to 50 pl or less).
Note: An acetone-precipitated pellet might not completely dissolve; but after
proteolysis at 37°C, all the protein (peptides) will be solubilized.
2. Dissolve trypsin to final concentration 1 mg/ml by adding 20 uL of the Trypsin Storage Solution to
the bottom of the trypsin glass vial (20 pg) and incubate for 5 minutes. Store any remaining reagent
in single-use volumes at -80°C (e.g. 2.5 ug of trypsin per 100 ug of protein).
3. Add 1:40 w/w of trypsin (i.e. 2.5 yL (equals to 2.5 pg) per 100 ug of protein). Digest the sample
overnight at 37°C.

Peptide Labeling
1. Immediately before use, equilibrate the TMT Label Reagents to room temperature.
2. Carefully add 41 pL of the TMT Label Reagent to each 25-100 pg of digested sample containing
100 mM TEAB. Alternatively, transfer the peptide sample to the TMT Reagent vial.
Note: If you are modifying sample volumes, have in mind that final acetonitrile
volume percent (v/v) in the mixture should be 25-30%.
3. Incubate the reaction for 1 hour at room temperature.
4. Add 8 pL of 5% hydroxylamine HCI to the sample and incubate for 15 minutes to quench the
reaction.
5. Combine samples at equal amounts to a new tube.
6. Place the volume containing 6 pg of sample mixture to 96-well plate (V-shaped bottom) and dry
using SpeedVac. For LC-MS analysis up to 3 pug of sample is required.

Table 1. Examples of TMT reaction mixtures

Sample amt. Sample volume in TMT reagent 5% Hydroxylamine
100 mM TEAB HCI (uL)
(Hg) (L) (ML)
25-100* 100 41 8
25** 50 18 8

*according to TMT protocol
**this is what | used for the experiment
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13.9. Anexo IX. Proteinas identificadas en los tubulos de Malpighi e intestino medio de Aedes (Stegomyia)
aegypti, usando Proteome discoverer.

NO
Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma
Farnesoic acid O-methyl transferase-like protein
1 AAEL005270-PA AAEL005270 157109287 2
2 ATP synthase subunit beta AAEL002827-PA AAEL002827 157132308 3
3 Actin 5 Q4PKE5
Cytochrome c oxidase,-subunit VIb, putative
4 AAEL008880-PA AAEL008880 157120047
5 60S acidic ribosomal protein PLAAEL003530-PA  AAEL003530 157136851 1
6 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase AAEL016984 JOHYM2 2
7 V-type proton ATPase catalytic AAEL008787-PA AAEL008787 157119815
8 actin, muscle [Plutella xylostella] LOC105387683 822092608
Sodium/potassium-dependent ATPase beta-2
9 subunit AAEL010145-PC AAEL010145 JO9EANS 2
10 ADP/ATP translocase AAEL004855-PA AAEL004855 157107727 2
Mitochondrial F1FO-ATP synthase subunit d/ATP7 AAEL004423;
11 AAEL004423-PA AAEL004423 Q1HR21 3
AAEL004631;
12 Actin AAEL004631-PA AAEL004631 Q17C87 1
ATP synthase subunit beta vacuolar AAEL0O05798- AAEL005798;
13 PA AAEL005798 157111261
Mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit Va AAEL014944;
14 AAEL014944-PA AAEL014944 157108055
AAEL004457;
15 mitochondrial cytochrome C AAEL004457-PA AAEL004457 Q1HRI9
16 Glutathione transferase AAEL001061-PB AAEL001061 JOHHL7
histone H4 replacement, isoform C [Drosophila His4r;
17 melanogaster] His4:CG33893 17975542 3R; 2L
18 Enolase AAEL001668-PA AAEL001668 Q17KK5
AAEL003669;
19 Histone H2A4 AAEL003669-PA AAEL003669 157137737 3
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No

Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma
AAEL000951;
20 Elongation factor 1-beta24 AAEL000951-PA AAEL000951 Q17MM5 3
Voltage-dependent anion-selective channel AAEL001872;
21 AAEL001872-PA AAEL001872 157124666 2
ATP synthase alpha subunit mitochondrial AAEL012175;
22 AAEL012175-PA AAEL012175 157131648 2
AAEL013353;
23 Profilin AAEL013353 Q16JE9 Acetyl [N-Term]
Vacuolar ATP synthase subunit e AAEL012035-  AAEL012035;
24 PA AAEL012035 Q1HQT6 Acetyl [N-Term]
Multifunctional 14-3-3 family chaperone, partial AAEL006885;
25 AAEL006885-PA 1433Z_AEDAE 157114501 Acetyl [N-Term]
AAEL001951;
26 Pupal-specific flight muscle actin AAEL0O01951-PA AAEL001951 Q6QNY2
AAEL009185;
27 Arginine or creatine kinase AAEL009185-PA AAEL009185 157120956 2
AAEL004616;
28 Actin AAEL004616-PA AAEL004616 157106889 1
Sodium/potassium-ing ATPase subunit alpha AAEL012062;
29 AAEL012062-PB AAEL012062 157131369
30 Histone H2B AAEL015674-PA AAEL015674 157137028 3
AAEL011741;
31 GSTS1- glutathionetransferase GSTS1 765339426
AAEL002851;
32 tubulin beta chain AAEL002851 Q17GX9 3
AAEL005964;
33 Actin AAEL005964 157111827
34 heat shock cognate 70 Q1HQZ5
AAEL008103;
35 40S ribosomal protein S8 AAEL008103 Q1HRQ9 3
AAEL008166;
36 Malate dehydrogenase AAEL008166 157118108 3
AAEL017096;
37 elongation factor 1-alpha AAEL017096 Q1HR88
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No

Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma

H3F3A;
H3F3AP4;

38 histone H3.3 [Homo sapiens] H3F3B 4504279 1;2;17
AAELOO03850AA

39 Histone H3 ELO03685 Q16N56 3
AAEL010756;

40 40S ribosomal protein S19 AAEL010756 Q1HRR8 3
AAEL003734;

41 Acotinase, mitocondrial AAELO03734 157137937 2
AAEL004930;

42 Carbonic anhydrase AAEL004930 157108024
AAEL000274;

43 Superoxide dismutase [Cu-Zn] CUSOD3 a Q1HRN3

44 mitochondrial ATP synthase F chain Q1HRJ7
AAEL005766;

45 fructose-bisphosphate aldolase AAEL005766 Q178U8 Acetyl [N-Term] 3
AAEL002572;

46 Myosin regularory light chain 2 (mlc-2) AAEL002572 157167683 1
AAEL014913;

47 Pyruvate kinase AAEL014913 157107887
AAEL017320;

48 FOHSDR-2 AAEL017320 D2WKEOQ 1
AAEL006642;

49 Tubulin alpha chain AAEL006642 157113931 3
AAEL008353;

50 Ribosomal protein L28 putative AAEL008353 157118570 Acetyl [N-Term] 2
AAEL010823;

51 ATP synthase delta chain AAEL010823 157127489

52 Cytochrome C oxidase subunit VB putative AAEL008697 Q16KF9
AAEL012207;

53 Myosin light chain 1 AAEL012207 Q16MS4 Acetyl [N-Term]
AAEL009257;

54 Conserved hypothetical protein AAEL009257 Q1HQEO 3
AAEL002542;

55 Triosephosphate isomerase AAEL002542 Q17HW3 1
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No

Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma

AAEL009496;

56 40S ribosomal protein S7 AAEL009496 QOIEM1 3
AAEL006860;

57 Ribosomal protein S28 putative AAEL006860 Q1HR28
AAEL011871;

58 Cytochrome C1 AAEL011871 Q16NS5

59 AAEL013694-PA AAEL013694 157136928 Acetyl [N-Term]
AAEL003750;

60 AAEL003750-PB AAEL003750 157138050 Acetyl [N-Term] 1
AAEL003993;

61 AAEL003993-PA AAEL003993 Q17E10 3
AAEL003957;

62 AAEL003957-PC AAEL003957 157103739 Acetyl [N-Term]
AAEL007962;

63 GSTe4 Glutathionetransferase GSTE4; Q5PY78
AAEL013583;

64 60S ribosomal protein L23 RL23_AEDAE_c 157108448 2
AAEL008848;

65 ATP synthase subunit gamma AAEL008848 Q16XK3
AAEL004500;

66 AAEL004500-PA AAEL004500 QOIFN2 2
AAEL011641;

67 AAEL011641-PA AAELO011641 Q16PI3
AAEL010821;

68 60S acidic ribosomal protein PO AAEL010821 Q1HR99
AAEL002504;

69 AAEL002504-PA AAEL002504 Q17103 1
AAEL013158;

70 40S ribosomal protein S3a RS3A_AEDAE_b Q1HRR3 3
AAEL008192;

71 40S ribosomal protein S3a AAEL008192 JOHFW1 3
AAEL010464;

72 GDH Glutamate dehydrogenase AAEL010464 Q16swi

73 NADH dehydrogenase [ubiquinone] putative AAEL002881; 157132602

160



No

Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma

AAEL009747;

74 40S ribosomal proteim S18 AAELO009747 Q1HRL8 Acetyl [N-Term]
AAEL005435;

75 Mitocondrial processing peptidase beta subunit AAEL005435 Q17A09 1
AAEL011758;

76 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase f AAEL011758 157130325
AAEL002534;

77 60S ribosomal protein L10 AAEL002534 157129707 1
AAEL010168;

78 40S ribosomal protein S2 AAEL010168 157125338

79 40S ribosomal protein S4 94468404
AAEL009994;

80 60S ribosomal protein L4 AAEL009994 Q1HQJO 1
AAEL013407;

81 CAT1B Catalase CAT1B 765339858 Acetyl [N-Term]
AAEL008801;

82 Conserved hypothetical protein AAEL008801 Q16XN1
AAEL003582;

83 40S ribosomal protein S13 AAEL003582 Q5QC94
AAEL013739;

84 Electron oxidoreductase AAEL013739 157137180
AAEL005610;

85 Mitocondrial ARP synthase b chain AAEL005610 Q179J9
AAEL011789;

86 Probable citrate synthase 2, mitochondrial CISY2_AEDAE Q16P20
AAEL006509;

87 Hypothetical protein AAEL801217 157113598 2
AAEL002761,

88 Tropomyosin invertebrate AAEL002761 Q17H75
AAEL004829;

89 NADH dehydrogenase putative AAEL004829 157107697 2
AAEL005143;

90 Ubiquinone binding protein putative AAEL005143 765336736 3
AAEL002761;

91 Tropomyosin invertebrate AAEL002761 Q17H72 Acetyl [N-Term]
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No

Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma

AAEL002464;

92 Vacuolar ATP synthase subunit f AAEL002464 157129338
AAEL003835;

93 Inititation factor 5a AAEL003835 157138462
AAEL005451;

94 60S ribosomal protein L38 RL38_AEDAE 157110004 2
AAEL010299;

95 40S ribosomal protein S12 AAEL010299 Q1HRM3
AAEL012585;

96 60S ribosomal protein L7 AAEL012585 157167880
AAEL002813;

97 ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial AAEL002813 Q17H51 1
AAEL005052;

98 tubulin beta chain AAEL005052 157108656 3
AAEL012686;

99 Ribosomal protein S12 putative AAEL012686 157133230
AAEL017302;

100 FOHSDR-1 AAEL017302 765333754 1
AAEL011302;

101 Annexin AAEL011302 157129006
AAEL014583;

102 60S acidic ribosomal protein P2 AAEL014583 Q1HRM9
AAEL010608;

103 Succinate dehydrogenase (quinone) AAEL010608 Q16SE4
AAEL000294;

104 Conserved hypothetical protein AAEL000294 QL1l7PP2
AAEL011656;

105 40sRPS15 40S ribosomal protein S5 AAEL011656 157129941
AAEL006698;

106 60S ribosomal protein L31 RL31_AEDAE 157114043 3
AAEL013625;

107 40S ribosomal protein S5 AAEL013625 157136710 Acetyl [N-Term]
AAEL011206;

108 aminoacylase putative AAEL011206 157128691
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Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma

AAELO07752;

109 Cytochrome C oxidase subunit VIIA, putative AAELO0Q7752 157116774 1

Ubiquinol cytochrome c reductase complex core AAEL005269;

110 protein AAEL005269 157109295 2
AAEL009214;

111 Diazepam binding inhibitor putative AAEL009214 157121092
AAEL007609;

112 Histona H2A AAEL007609 157116473

113 60S ribosomal protein L27a [Aedes albopictus] 56417552
AAEL010230;

114 NADH ubiquinone dehydrogenase putative AAEL010230 Q16TI5

115 mitochondrial phosphate carrier protein AAEL011195 Q1HQX9
AAEL004060;

116 Conserved hypothetical protein AAEL004060 Q17DS3
AAEL002399;

117 MAAT aspartate aminotransfwerase AAEL002399 157128621
AAEL005524;

118 Adenosylhomocysteinase AAEL005524 Q179s1

119 ribosomal protein S27 [Aedes albopictus] 56417556
AAEL007431,

120 Conserved hypothetical protein AAEL007431 157116047
AAEL004284;

121 Mitochondrial ATPase inhibitor putative AAELO04284 Q17D81 2
AAEL008006;

122 3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase AAEL008006 QOIEUS
AAEL006516;

123 Vacuolar ATP Synthase subunit h AAEL006516 157113604 Acetyl [N-Term] 2
AAEL002309;

124 TPX4 thioredoxin peroxidase TPX4 Q17IM5 2
AAEL015464;

125 Histone H1 putative AAELO015464 Q1DGV3 Acetyl [N-Term]
AAEL009467;

126 Conserved hypothetical protein AAEL009467 157123252 2

127 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AAEL005515; Q17989
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No

Numero Nombre de la proteina NCBI N° Acceso Modificacién Cromosoma
AAEL011116;
128 14-3-3 protein sigma, gamma, zeta, beta/alpha AAELO011116 Q16QZ7
AAEL017516;
129 AAEL017516-PB AAEL017516 765338407
AAEL000987;
130 60S ribosomal protein L8 AAEL000987 157112987
AAEL010652;
131 Hypothetical protein AAEL010652 157126892 2
AAEL010017;
132 Cytochrome B5 ( cytb5) AAEL010017 157124904
AAEL013913;
133 Stretch regulated skeletal muscle protein putative ~ AAEL005292 157109480
AAEL006928;
134 Dihydrolipoamide dehydrogenase AAEL006928 157114623
AAEL009601;
135 Pyridoxine kinase AAEL009601 157123752
AAEL000032;
136 40S RIBOSOMAL PROTEIN S6 RS6_AEDAE Q9uU761 1
AAEL009345;
137 Prohibitin AAEL801147 157122974
AAELQ014275;
138 Molybdopterin cofactor sulfurase (mosc) AAEL014275 Q16GT3
AAEL000929;
139 Cytochrome c oxidase subunit VIA putative AAEL000929 Q17MY2
AAEL009201;
140 Conserved hypothetical protein AAEL009201 Q1HQQ9
AAEL010801;
141 Conserved hypothetical protein AAEL010801 J9HJI41
AAEL011180;
142 Conserved hypothetical protein AAEL011180 Q16QuU2
AAEL011584;
143 Chaperonin 60 KD ch60 AAEL011584 157129785
AAEL002759;
144 Tropomyosin invertebrate AAEL002759 157131819
145 2- Oxoglutarate dehydrogenase AAEL006721; 157114121 2
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AAEL004434;

146 Transketolase AAEL004434 157106042 3
AAEL017198;

147 Ribosomal protein L37; Binds to the 23s rRNA AAEL017198 765337929
AAEL009964;

148 Conserved hypothetical protein AAEL009964 Q1HQH2 2
AAEL014889;

149 NADH ubiquinone dehydrogenase putative AAEL014889 157107772
AAEL005733;

150 Myosin heavy chain, nonmuscle or smooth muscle AAEL005733 Q178Y4

Ubiquinol-cytochrome c reductase iron-sulfur AAEL003675;

151 subunit) AAEL003675 157137763 3

152 60S ribosomal protein L13 AOAOPG6IVC2
AAEL005946;

153 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 subunit C2  AAEL005946 Q178D3 1
AAEL003872;

154 Translationally-controlled tumor protein homolog TCTP_AEDAE Q1HR79 3

155 Ribosomal protein L3 Q1HR77

156 40S ribosomal protein S26 (115 aa) AAEL002832; 157132310 3
AAEL005085;

157 60S ribosomal protein L30 (116 aa) AAEL005220 157108574 3
AAEL008481;

158 60S ribosomal protein L18 RL18 AEDAE Q1HR62 2

159 isocitrate dehydrogenase [NADP] AOAOP6IWM1

NADH-ubiquinone oxidoreductase flavoprotein 1

160 (ndufvl) (487 aa) AAEL007681 157116636
AAEL003427;

161 40S ribosomal protein S16 (148 aa) RS16_AEDAE 157136300 3

162 60S ribosomal protein L24 (153 aa) AAEL008329; Q1HR85

163 Conserved hypothetical protein (158 aa) AAEL013885 Q16HV9
Cam;

164 calmodulin, isoform A [Drosophila melanogaster] FBgn0000253 17647231 Acetyl [N-Term] 2R
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AAEL014562;
165 60S ribosomal protein L12 AAEL014562 157142146 2
AAEL001759;
166 40S ribosomal protein S9 AAEL001759 157123910 2
AAEL007824;
167 Ribosomal protein S29, putative AAEL007824 157117013 2
AAEL002047;
168 40S ribosomal protein S10 AAEL002047 157126309 2
AAEL017516;
169 60S ribosomal protein L21 AAEL017516 JOE9X9
AAELO007715;
170 60S ribosomal protein L21 AAELO07715 Q1HRN4
AAEL007135;
171 Peroxiredoxin 5, prdx5 AAELO07135 157115218 3
AAEL008167;
172 Aspartate ammonia lyase AAEL008167 157118058 3
AAEL000641;
173 Protein disulfide-isomerase AAEL000641 Q1HR78 3
AAEL011471;
174 RpL17 - 60S ribosomal protein L17 RL17_AEDAE 157129444
AAEL011414;
175 High mobility group non-histone protein, putative AAEL011414 Q1HR93
AAEL014734;
176 Hypothetical protein AAEL801137 157106746
AAEL005170;
177 Cytochrome c oxidase subunit iv AAELO005170 Q17AX5
AAEL004175;
178 40S ribosomal protein S17 AAEL004175 Q52UT2 2
AAEL011587,;
179 60S ribosomal protein L27 AAEL014838 Q16FB1
Dihydrolipoamide acetyltransferase component of AAEL004294;
180 pyruvate dehydrogenase AAEL004294 Q17DA3 2
AAEL003746;
181 4-Hydroxybutyrate CoA-transferase, putative AAEL003746 157138048 1
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AAEL005173;

182 Vacuolar ATP synthase subunit ¢ AAEL005173 157109023 Acetyl [N-Term]

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur ~ AAEL010330;

183 subunit, mitochondrial AAEL010330 Q16TA7 3
AAEL000092;

184 GSTX1 - Glutathionetransferase GSTX1 Q0C791 1
AAELO07771;

185 60S ribosomal protein L22 AAEL007771 765333647 1
AAEL010789;

186 Conserved hypothetical protein AAEL010789 Q16RX5
AAEL008303;

187 Calponin AAELO08303 Q16250

188 elongation factor 1-gamma Q1HR56
AAEL005722;

189 60S ribosomal protein L7a AAEL005722 QOIFEO
AAEL011447;

190 60S ribosomal protein L14 AAEL011447 157129394 2
AAEL006390;

191 Vacuolar proton ATPases AAELO06390 157113272 3
AAEL012359;

192 Nucleoside diphosphate kinase AAEL012359 Q16MB4
AAEL005629;

193 60S ribosomal protein L35 AAEL005629 Q1HRMS8
AAEL009808;

194 ATP synthase subunit d AAEL009808 Q1HQUS5 3
AAEL013069;

195 Receptor for activated protein kinase c¢ (rackl) AAEL013069 Q1HRQ2 2
AAEL007439;

196 Myosin light chain 1, AAELO007439 157116094 Acetyl [N-Term]

197 Heat shock protein, putative AAEL001052 Q17MF2 3

198 Conserved hypothetical protein AAEL004699 QOIFK9
AAEL000010;

199 Ribosomal protein L36, putative AAEL000010 157103325 1

200 Conserved hypothetical protein AAEL004234 Q17DE6
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AAEL005772;

201 Odorant-binding protein 99c, putative AAEL005772 Q1HRL7 3
AAEL004112;

202 2-Cys thioredoxin peroxidase TPX2 Q8WSF6 3
AAEL009506;

203 40S ribosomal protein S20 AAEL009506 Q1HRS9 3
AAEL009872;

204 Alanine aminotransferase AAEL009872 157124459
AAEL012296;

205 Conserved hypothetical protein AAEL010363' 157125990
AAEL004338;

206 Pyruvate dehydrogenase AAEL004338 157105561
AAEL000454;

207 Isocitrate dehydrogenase AAEL000454 157134805 3
AAEL002886;

208 Thioredoxin reductase AAEL002886 157132844 1
AAEL006483;

209 Conserved hypothetical protein AAEL006483 Q175Y3
AAEL005056;

210 Electron transfer flavoprotein beta-subunit AAEL005056 157108610 3
AAEL011551;

211 Conserved hypothetical protein AAEL011551 Q16PR4 2
AAEL015065;

212 Spectrin AAEL015065 157108966
AAEL005266;

213 40S ribosomal protein S14 RS14_AEDAE 157109309 2
AAEL012819;

214 Vacuolar ATP synthase subunit g AAEL012819 Q1HQI4 Acetyl [N-Term]
AAEL004325;

215 60S ribosomal protein L5 RL5 AEDAE Q1HQU2
AAEL010505;

216 Ribulose-5-phosphate-3-epimerase AAEL010505 157126418
AAEL012200;

217 Protein kinase C inhibitor, putative AAEL012200 Q1HRCO

218 DEAD box ATP-dependent RNA helicase AAEL013359; Q1HR82
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219 Cytochrome c oxidase subunit 2 P50692
AAEL010697;

220 3-ketoacyl-coa thiolase AAEL010697 Q16S56
AAEL013221;

221 ribosomal protein AAELO013221 Q1HRJ3
AAEL012552;

222 NADH-ubiquinone oxidoreductase AAEL012552 Q16LR5 1
AAEL013320;

223 Translocon-associated protein, delta subunit AAEL013320 Q16J14

224 Ribulose-5-phosphate-3-epimerase 94469046
AAEL008093;

225 Protein kinase C inhibitor, putative AAELO08093 157117904
AAEL012944;

226 DEAD box ATP-dependent RNA helicase AAEL012944 157134063 3
AAEL008072;

227 Cytochrome c oxidase subunit 2 AAEL008072 Q16ZS6
AAEL009313;

228 3-ketoacyl-coa thiolase AAEL009313 Q1HQZS8 1
AAEL009151;

229 ribosomal protein AAEL009151 157120860
AAEL003634;

230 NADH-ubiquinone oxidoreductase AAEL003634 157137516
AAEL011689;

231 Translocon-associated protein, delta subunit AAEL010611 157126791
AAEL007699;

232 60S ribosomal protein L9 AAEL007699 Q1HR72 2
AAEL013623;

233 Protein kinase C inhibitor, putative AAEL013623 157136734
AAEL012904;

234 DEAD box ATP-dependent RNA helicase AAEL012904 157133861 Acetyl [N-Term]
AAEL002372;

235 Cytochrome c oxidase subunit 2 AAEL002372 157128595
AAEL005401;

236 3-ketoacyl-coa thiolase AAEL005401 157109896
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AAEL009414;

237 ribosomal protein AAEL009414 Q16Vvz4 3
AAEL014292;

238 NADH-ubiquinone oxidoreductase AAEL014903 157104324 3
AAEL801114;

239 Translocon-associated protein, delta subunit AAEL017419 JOHTV7
AAEL000291;

240 V-type proton ATPase 16 kDa proteolipid subunit  VATL_AEDAE 016110
AAEL010403;

241 Past-1 AAEL010403 Q16724
AAEL003550;

242 Aquaporin AAEL003550 157136837 1
AAEL012282;

243 Prohibitin AAEL012282 157131967
AAEL006785;

244 60S ribosomal protein L18a AAEL006785 Q174U3 3
AAEL014843;

245 Heat shock protein AAEL011704; 157107378 2
AAEL003459;

246 Hypothetical protein AAEL003459 157136459
AAEL000529;

247 40S ribosomal protein S21 AAEL004503 Q1HR25 2
AAEL009330;

248 Carbonic anhydrase I, putative AAEL009330 157122829
AAEL009129;

249 CYP6Z9 - Cytochrome P450 CYP6Z9 Q16WQ3 1
AAEL000293;

250 Ebna2 binding protein P100 AAEL000293 157127091
AAEL017349;

251 AAEL017349-PA AAEL017349 765338331
AAEL003942;

252 60S ribosomal protein L44 L41, putative AAEL003942 157103633 2
AAEL015064;

253 small ubiquitin-related modifier AAEL015064 Q16EQ3
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AAEL012069;
254 GPXHL1 - Glutathione peroxidase GPXH1 765339529
AAEL000068;
255 Ribosomal protein S25, putative AAEL000068 157103243 1
AAEL010284;
256 Aliphatic nitrilase, putative AAEL010284 157125650
AAEL016982;
257 AAEL016982-PA AAEL016982 765338360
AAEL004151;
258 Conserved hypothetical protein AAEL004151 QOIFR8 2
AAEL001865;
259 AAEL001865-PA AAEL801244 157124680 2
AAEL008485;
260 Conserved hypothetical protein AAEL008485 Q16YP3 2
AAEL007868;
261 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 AAEL007868 Q5MM88
AAEL008289;
262 Pupal cuticle protein 78E, putative AAEL008289 157118422 2
AAEL008188;
263 60S ribosomal protein L6 AAEL008188 157118133 3
AAELQ012778;
264 Protease m1 zinc metalloprotease AAEL012778 157133543 1
AAEL003661;
265 eukaryotic translation initiation factor 6 AAEL003661 Q17EW3 3
AAEL012238;
266 Glutaredoxin, putative AAEL012238 Q1HQU®6
AAEL004088;
267 Aldo-keto reductase AAEL004088 157104550 3
Mitochondrial NADH:ubiquinone oxidoreductase AAEL005693;
268 B16.6 subunit, putative AAEL005538 157110366
AAEL013904;
269 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase AAEL013904 Q16HUO
AAEL000458;
270 Conserved hypothetical protein AAEL000458 157134767 3
271 succinyl-CoA synthetase small subunit, putative AAEL006833; Q1HR33
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AAEL000372;

272 Myo inositol monophosphatase AAELO000372 157130016 Acetyl [N-Term]
AAEL007494;

273 Calcineurin b subunit AAEL007494 Q17171

274 60S ribosomal protein L13a, partial 94468830
AAEL007845;

275 Rab5 AAEL007845 Q170P3
AAELO007707,

276 Malate dehydrogenase AAELO07707 157116681 2
AAEL012310;

277 Actin AAEL012310 157132019 2
AAEL014204;

278 6-phosphogluconolactonase AAEL014204 Q16H01
AAEL009389;

279 Transaldolase AAEL009389 Q1l6vwW8 3
AAEL010975;

280 Paramyosin, long form AAEL010975 Q16RF4
AAEL013431,;

281 AAEL013431-PA, partial AAEL013431 157135919
AAEL011746;

282 succinate-CoA ligase subunit beta AAEL011746 Q16P82
AAEL011025;

283 Vacuolar ATP synthase subunit ac39 AAEL011025 Q1HQS1
AAEL003349;

284 NADPH--cytochrome P450 reductase AAEL003349 Q17FM7

285 adducin isoform B MONCD1
AAEL013775;

286 Conserved hypothetical protein AAEL013775 157137305
AAEL002879;

287 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein r AAEL002879 Q17GV6
AAEL011090;

288 Complement component AAEL011090 Q1HR26 2
AAEL010071;

289 Spermidine synthase AAEL010071 157125087 Acetyl [N-Term] 3
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AAEL017116;
290 AAEL017116-PB AAEL017116 765338132
AAEL002457;
291 Conserved hypothetical protein AAEL002457 157167595 3
AAEL013272;
292 60S ribosomal protein L37 AAEL013272 Q1HR76 2
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit, AAEL010143;
293 mitochondrial AAEL010143 Q16TS5 2
294 Aquaporin AQPAe.a AAELO003512 QIONHW7
AAEL011756;
295 Aldehyde dehydrogenase AAEL011756 Q16P57
AAEL000703;
296 Glycogen phosphorylase AAEL000703 157108521 2
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur AAEL001210;
297 protein 6, mitochondrial AAEL801231 Q1HRBA4
AAEL006425;
298 Trypsin AAEL006425 157113343 2
AAEL007951;
299 GSTE2? - Glutathionetransferase GSTE2 157117405
AAEL008490;
300 NADH dehydrogenase, putative AAEL008490 157118946 2
AAEL005991;
301 Tricarboxylate protein AAEL005991 Q177Y5 2
Dihydrolipoamide succinyltransferase component AAEL002764;
302 of 2-oxoglutarate dehydrogenase AAEL002764 157131797
303 ribosomal protein L15 AOAONBES04
AAEL002296;
304 Trifunctional enzyme beta subunit (tp-beta) AAEL002296 157127973 2
AAEL012950;
305 NADH-ubiquinone oxidoreductase 42 kda subunit ~AAEL012950 157134045 3
AAEL002160;
306 obg-like ATPase 1 AAEL002160 Q17337
AAEL011905;
307 Myosin i AAEL011905 157130852
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AAEL009387;

308 phosphotransferase AAEL009387 JOHT37 Acetyl [N-Term] 3
AAEL006829;

309 Microsomal glutathione s-transferase AAEL006829 Q174Q1

Sodium/potassium-dependent ATPase beta-2 AAEL010148;

310 subunit AAEL010148 157125252 2
AAEL005845;

311 Beta chain spectrin AAEL005845 Q17836

Ran; GTP-binding protein involved in AAEL009287;

312 nucleocytoplasmic AAEL009287 157121273
AAEL004967;

313 Myo inositol monophosphatase AAEL004967 157108133 Acetyl [N-Term]
AAEL011335;

314 Conserved hypothetical protein AAEL011335 157129070
AAEL006053;

315 Conserved hypothetical protein AAEL006053 Q177R5

316 pyruvate carboxylase 550486
AAEL010248;

317 Fibrillarin AAEL010248 Q16TF1
AAEL009341;

318 60S ribosomal protein L34 AAEL801149 Q1HRQO
AAEL002654;

319 Hypothetical protein AAEL002654 Q17HKO 2
AAEL000667;

320 Hypothetical protein AAEL000667 Q17NL8 3
AAEL005790;

321 malic enzyme AAEL005790 Q178T5 3
AAEL000746;

322 NADP-specific isocitrate dehydrogenase AAEL000746 157109449
AAEL000159;

323 Nipshap AAELO000159 Q17Q08 3
AAEL010585;

324 Spermatogenesis associated factor AAEL010585 157126628
AAEL009275;

325 Protein phosphatase-1 AAEL009275 157121236 Acetyl [N-Term] 3
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AAEL010850;
326 Troponin i AAEL010850 Q16RS8 3
AAELO07555;
327 Acyl-coa dehydrogenase AAELO07555 Q17154
AAEL003664;
328 Lupus la ribonucleoprotein AAEL003664 157137753 3
AAEL012094;
329 Casein kinase ii, alpha chain (cmgc group iv) AAEL012094 157131471
Putative ubiquinone oxidoreductase ndufs8/23 kDa
330 subunit AOAONBERX8
AAEL006070;
331 phosphoglycerate mutase AAEL006070 Q177P3
AAEL002436;
332 Conserved hypothetical protein AAEL002436 157167601 Acetyl [N-Term] 3
Serine/threonine protein phosphatase 2a AAELO06977;
333 regulatory subunit a AAEL006977 Q173Y9 Acetyl [N-Term] 2
AAEL001022;
334 Anterior fat body protein AAEL001022 Q17MFO 3
Chaperonin; Molecular chaperone; assists the AAEL001715;
335 folding of proteins upon ATP hydrolysis AAEL801237 Q17KD5
AAEL010097;
336 Conserved hypothetical protein AAEL010097 Q16TW3
AAEL001020;
337 Anterior fat body protein AAEL001020 Q17MES8 3
AAEL000823;
338 Ribosomal protein L35A, putative AAEL000823 Q17N60
339 Putative translocon-associated protein AOAOP6IT12
Lysosomal aspartic protease Precursor (EC AAEL006169;
340 3.4.23.-) ASPP_AEDAE 157112486 1
AAEL009842;
341 GALE12 - Galectin GALE12 157124384
Polyadenylate-binding protein; Binds the poly(A) AAEL010318;
342 tail of MRNA AAEL010318 157125851
343 ATPase subunit, putative AAEL012740; Q1HRU4 3
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AAEL012740
AAEL010146;

344 3-hydroxyacyl-coa dehyrogenase AAEL010146 Q16TS7
AAEL005662;

345 Adenosine diphosphatase AAEL005662 157110697
AAEL006467;

346 Alcohol dehydrogenase AAEL006467 157113468
AAEL005508;

347 NADH-ubiquinone oxidoreductase 24 kda subunit AAEL005508 157110246
AAEL005426;

348 Annexin X AAEL005426 157109852
AAEL000328;

349 Conserved hypothetical protein AAEL000328 Q17PHO
AAELOQ7777;

350 Vacuolar ATP synthase subunit S1 AAELOQ7777 157116923

351 Perlecan AAEL011604 Q16PL9
AAEL007915;

352 Moesin/ezrin/radixin homolog 1 MOEH_AEDAE Q170Jd7
AAEL000424;

353 Leucine aminopeptidase AAEL000424 157134763
AAEL001432;

354 Protein disulfide isomerase AAEL001432 157118649
AAEL007024;

355 CYP6AG3 - Cytochrome P450 CYP6AG3 157114924

356 iron regulatory protein 38259910
AAEL009154;

357 Glutathione synthetase AAEL009154 157120878
AAEL004738;

358 methionine aminopeptidase 2 AAEL004738 Q17BZ1
AAEL005832;

359 Programmed cell death protein 4 AAEL005832 Q178N5
AAEL005308;

360 Pyruvate dehydrogenase AAEL005308 157109492

361 phosphoglycerate dehydrogenase 94468936
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362 putative protein Sec61 alpha subunit 13173171
AAEL000944;
363 Conserved hypothetical protein AAEL000944 Q17MR8 3
AAEL009173;
364 Fasciclin ii (fas ii) AAEL009173 157120917
AAEL012178;
365 Hypothetical protein AAEL012178 Q16MV8 2
AAEL017481,;
366 AAEL017481-PA AAEL017481 765338225
AAEL002417;
367 Troponin t, invertebrate AAEL002417 157128846
368 ribosomal protein L19 94468808
AAEL012676;
369 Conserved hypothetical protein AAEL012676 157133254
Sodium/potassium-dependent ATPase beta-2 AAEL010783;
370 subunit AAEL010783 157127261 2
6-phosphogluconate dehydrogenase, AAEL005931;
371 decarboxylating AAEL005931 Q178E4
AAEL002023;
372 Imaginal disc growth factor AAEL002023 Q17JL4
AAEL005830;
373 Proteasome subunit alpha type; AAEL005830 157111349
AAEL002841;
374 3-hydroxyacyl-coa dehyrogenase AAEL002841 Q17H10 3
AAEL004027;
375 Glucose dehydrogenase AAEL004027 Q17DW3
AAEL004755;
376 3-2-trans-enoyl-CoA isomerase, putative AAELO004755 157107319
377 superoxide dismutase 53680541
AAEL003303;
378 Conserved hypothetical protein AAEL003303 Q17FV1 3
AAEL004647;
379 Hypothetical protein AAELO04647 Q17C92 1
380 Putative heat shock 70 kDa protein cognate 5 AOAOP6IUV3
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AAEL006029;
381 dynactin subunit 2 DCTN2_AEDAE Q1HQF2
382 putative phosphatidylethanolamine-binding protein 94469032
AAEL003416;
383 Sorting nexin AAEL003416 157136204 3
AAEL000541;
384 Fasciclin, putative AAEL000541 157103432
AAEL002510;
385 Serine hydroxymethyltransferase AAEL002510 Q17100 1
AAEL008574;
386 acyl-CoA oxidase AAEL008574 157119240
387 putative RNA-binding protein 14210646
AAEL009700;
388 Beta lactamase domain AAEL009700 157123989
AAEL013528;
389 TPX1 - Thioredoxin peroxidase TPX1 157136354
390 Putative suppressor of cytokine signaling 5 AOAOP6JRW7
AAEL001411;
391 Myosin heavy chain, nonmuscle or smooth muscle AAEL001411 157118639
AAEL010765;
392 Conserved hypothetical protein AAEL010765 157127263 2
AAEL012994;
393 glucose-6-phosphate isomerase AAEL012994 Q16KI0 3
AAEL010577;
394 Hypothetical protein AAEL010577 Q16SH8
Chaperonin; Molecular chaperone; assists the AAEL000486;
395 folding of proteins upon ATP hydrolysis AAEL000486 157137024 3
AAEL005740;
396 AMP dependent ligase AAEL005740 157111121
AAEL011129;
397 Alcohol dehydrogenase AAEL011129 157128407
AAEL010065;
398 Protein disulfide-isomerase A6 precursor AAEL010065 157125052 3
399 AAEL017368-PA AAEL017368; 765339119
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400 phosphoglycerate kinase 18091773
AAEL002571;

401 Band 4.1-like protein 4A (NBL4 protein), putative AAEL002571 Q17HWO 1
AAEL010004;

402 MICOS complex subunit Mic60 AAEL010004 Q16U69 1
AAEL004960;

403 Hypothetical protein AAEL004960 157108123
AAEL004297,

404 ATP-citrate synthase AAEL004297 157105391 2
AAEL001593;

405 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] AAEL001593 QLl7KS4 3
AAEL017075;

406 AAEL017075-PC AAEL017075 765339720 Acetyl [N-Term]
AAEL003046;

407 Saposin AAEL003046 QOIGB5 1
AAEL010521;

408 Ribophorin ii AAEL010521 157126442

ABC ATP-binding cassette sub-family B member ~ AAEL008134;

409 6, mitochondrial AAEL008134 157117982 1
AAEL009883;

410 26S protease (S4) regulatory subunit, putative AAEL009883 Q16UJ3
AAEL001588;

411 Glutamate carboxypeptidase AAEL001588 Q17KV3 3

412 Glutamine synthetase 14994151
AAEL000902;

413 Sugar er AAEL000902 157111592
AAEL010668;

414 Quinone oxidoreductaseMalic enzyme AAEL010668 157126890 2
AAEL001091;

415 Malic enzyme AAEL001091 157114273
AAEL002178;

416 Conserved hypothetical protein AAEL002178 157167507
AAEL006978;

417 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase AAEL006978 157114825 2
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AAEL013074;

418 Adenylyl cyclase-associated protein AAEL013074 Q16K93 2
AAEL006798;

419 CYP9J10 - Cytochrome P450 CYP9J10 Q17470 3
AAEL008021;

420 Specifically Rac-associated protein, putative AAEL008021 157117535
CYTB;

421 CYTB gene product (mitochondrion) AAEL018685 164523411 MT; Mt
AAEL006600;

422 Juvenile hormone-inducible protein, putative AAEL006600 Q175M5 2
AAEL005432;

423 Conserved hypothetical protein AAEL005432 157109935 1
AAEL004984;

424 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 AAEL004984 Q17BES8
AAEL003036;

425 Conserved hypothetical protein AAEL003036 QOIGC9 1
AAEL000713;

426 Reticulon/nogo AAEL000713 157108519 2
AAEL005187;

427 Laminin gamma 1 chain AAEL005187 157109051
AAEL005821;

428 Alanyl aminopeptidase AAEL005821 Q178P3
AAEL012618;

429 Conserved hypothetical protein AAEL012618 157133021

430 aminopeptidase N 19335620
AAEL013968;

431 Conserved hypothetical protein AAEL013968 157138266
AAEL003658;

432 Laminin beta-2 chain AAEL003658 157137637 3
AAEL005810;

433 Conserved hypothetical protein AAEL005810 157111253
AAEL000706;

434 Serine palmitoyltransferase AAELO00706 157108517 2
AAEL007023;

435 Estradiol 17 beta-dehydrogenase AAEL007023 Q173X5
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AAEL008377;
436 Hypothetical protein AAEL008377 QleYz4
437 VGAL - Vitellogenin-Al Precursor (VG)(PVG1) AAEL010434 157126144 3
438 Titin AAEL005324 157109554 2
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13.10. Anexo X. Escenarios de resistencia a inseciticidas y propuestas para el manejode la resistencia

Escenarios (Mecanismo de RI)

Poblacion

Propuesta de MRI

Control rutinario

Control brotes

1

Mutacion KDR (1le1016) casi o fijadas Yumbo

Control larvario con Bacillus
thuringiensis o inhibidores de
crecimiento-Si se usa temefos hacer
seguimiento a la susceptibilidad

ULV malation

No resistencia metabdlica Medellin BF Reducir uso de PYR |
KDR (lle1016) frecuencias bajas Buga ULV malation
2 Cali Control larvario con Bacillus Uso restringido de PYR I
Actividad enzimatica elevada thuringiensis o inhibidores de
Medellin AF crecimiento- Si se usa temefos hacer Insecticida + Inhibidor de
seguimiento a la susceptibilidad enzimas
KDR (1le1016) alta frecuencia Yumbo Control larvario con Bacillus ULV malation
thuringiensis o inhibidores de
3 Medellin BF crecimiento- En palmira no se Uso restringido de PYR I
Activdad de GST elevadas recomienda temefos
Palmira Insecticida + Inhibidor de
enzimas (EA, DM o CF)
Control larvario con Bacillus
4 Resistencia solo metabdlica N.A thuringiensis o inhibidores de PYR Il o malatién
crecimiento Inhibidor de enzimas
Mutacion KDR (1le1016) fijadas Control larvario con Bacillus No uso de PYR
5 Medellin BF thuringiensis o inhibidores de ULV malatién + Inhibidor

Alta actividad de enzimas

crecimiento

de enzimas
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13.10. Anexo XI. Presentacion de resultados en eventos académicos
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THE AMERICAN MOSQUITO CONTROL ASSOCIATION
CERTIFIES THAT POSTER

Pyrethroids insecticide resistance in Aedes aegypti, vector of dengue,
chikungunya and Zika viruses from Colombia

AUTHORED BY
Angelica Aponte, Rosa Penilla, Alma Lopez, Francisco Solis, Américo Rodriguez

WAS PRESENTED AT

The 83 AMCA Annual Meeting
February 13-17, 2017 « San Diego, California, U

nton Cope, PhD _Lee Cohnstaedt vz Salas, PhD
ICA President Symposium Organizer irectoxa Regional para

América Latina y ¢l Caribe
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CIDEIM

Santago de Cal, septemirs 12 g2 2017

ANQAIca Aponte
CICEM
Cal

Asunto: Participacion en Simposio “Omic Technologles for Research on Infectious Diseases”
Estimada Angélica,

Fue muy grato para nosotres contar con su participacion en & | Simposio: "Omic Technologies for
Research on Infectious Diseases”, e cua tuvo lugar el pasado 6 y 7 de septiembre de 2017 en ¢l
Hotel Soiwak en Cali,

También, agradecermos fa presentacion realizada en modalidad oral del trabsjo "Proteomic
onalysis of the Malpighian tubules and Midgut in Aedes oegypti resistant strains to Pyretrhold”
durante ¢! grimer dia del Simpasio, estamos seguros fue de interés de los asistentes.

Esperamos que este Simpesio haya sido una oportunidad para ampliar su conodmiento en las
tecnologias Omicas aplicadas a ‘s enfermedades infecoosas, conacer o que se estd haciendo en
¢l pais en este dmbito y relacionarse con otros investigadores

Atentamente,

e Adelaida c]uéz

184



InsTiTUTO

. NACIONAL DE

SaLvn

El Instituto Nacional de Salud

CERTIFICA QUE:
ANGELICA APONTE HINCAPIE

Participo en calidad de

ASISTENTE

XV encuentaro cientifico

100 anos construyendo ciencia y salud

Noviembre 20, 21 y 22 de 2017
Edificio Doctor Angélico, Universidad Santo Tomas
Bogota, Colombia
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LAY N Y (oo Lanamin oy

. 17— 7,
Martha Lucia Ospina Martinez Jorge Martin Rodriguez Hernandez
Directora General Director de Investigaciin en Salud Publica
Instituto Nacional de Salud Instituto Nacional de Salud
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