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RESUMEN

El dengue es la arbovirosis de mayor prevalencia a nivel mundial. En las Américas el virus
del dengue es transmitido principalmente por el mosquito Aedes aegypti (L.). Debido a
esto, el control de poblaciones de mosquitos mediante diversos métodos, incluyendo el
uso de insecticidas, sigue siendo la estrategia mas empleada para mitigar el impacto de
esta enfermedad. Sin embargo, el uso continuo de insecticidas ha provocado la aparicién
de resistencia a través de diversos mecanismos, los metabolicos, regulados por la
sobreexpresion de enzimas detoxificantes y la resistencia derivada de mutaciones no
sindnimas en los sitios de accion de los insecticidas, como el canal de sodio dependiente
de voltaje. Diferentes estudios han sugerido que la resistencia a insecticidas puede tener
efectos tanto positivos como negativos sobre la capacidad de los mosquitos para transmitir
patégenos. Sin embargo, la relacion exacta puede variar dependiendo del tipo de
mosquito, el patdgeno en cuestion y el mecanismo especifico de resistencia. En esta
investigacion se determind el impacto de la sobre-activacion de las enzimas Glutation S
transferasas (GST) y Oxidasas de Funcion Multiple (OFM) relacionadas a la resistencia a
permetrina, y la exposicién a permetrina, sobre la infeccion y transmision de dengue
serotipo 2 (DENV-2) en Ae. aegypti. Para ello, se analizaron una cepa de campo resistente
a permetrina, denominada MTY, que muestra una actividad basal incrementada de GST y
OFM y una cepa de referencia susceptible a permetrina, New Orleans (NO). Ambas cepas
fueron desafiadas a través de ingestas sanguineas con DENV-2. Se encontrd una carga
viral de DENV-2 mayor en intestino de los mosquitos resistentes a la permetrina, lo cual
se asocio con la actividad de OFM. Los hallazgos sugieren que la sobre activacién de las
enzimas OFM, inducida por la resistencia a la permetrina, puede incrementar la capacidad

de Ae. aegypti para infectarse y potencialmente transmitir DENV-2.



ABSTRACT

The dengue is the most prevalent arboviral disease worldwide. Dengue virus is transmitted
to human principally by the mosquito Aedes aegypti (L.) in the Americas. As a result, the
control of mosquito populations by different means, such as insecticides, remains the most
used method to eliminate the impact of this arbovirus. The continuous use of insecticides
has led to the emergence of resistance through various pathways, such as metabolic
mechanisms controlled by the overexpression of detoxifying enzymes and resistance due
to non-synonymous mutations in target sites of insecticides, such as the voltage-gated
sodium channel. Several studies have shown that insecticide resistance could positively
or negatively impact the mosquito ability to transmit pathogens. However, the exact
relationship varies on the type of mosquito, pathogen, and insecticide resistance
mechanism. In this research, the impact of the overactivation of Glutathione S transferase
(GST) and Multiple Function Oxidases (MFO) related to resistance to permethrin and
exposure to permethrin on the infection and transmission of dengue serotype 2 (DENV-
2) was determined in Ae. aegypti. To this end, a permethrin-resistant field strain called
MTY that has increased basal activity of GST and MFO and a permethrin-susceptible
reference strain, New Orleans (NO), were challenged through blood meals with DENV-
2. A statistically higher DENV-2 viral load was found in the midgut of permethrin-
resistant mosquitoes, which was later associated with MFO activity. This research shows
evidence suggesting that metabolic resistance is related to an increase in the vector
competence of Ae. aegypti for DENV-2.



1. INTRODUCCION

El dengue, chikungunya, Zika y la fiebre amarilla, son los arbovirosis con mayor
relevancia a nivel mundial debido a su impacto en la salud publica. Los virus causantes
de estas enfermedades son transmitidos por las picaduras infectivas de mosquitos del
género Aedes (Diptera: Culicidae); destacando Ae. aegypti y Aedes albopictus (Skuse) por
sus habitos antropofilicos y distribucion geografica (Gratz 2004; Vega et al. 2014;
Patterson et al. 2016; Mckenzie et al. 2019). En la actualidad se carece de vacunas
efectivas o tratamientos antivirales especificos para arbovirus como el dengue y a razén
de ello, el control de poblaciones de mosquitos es el método mas utilizado para el control
de estas enfermedades.

Existen diferentes técnicas para el control de poblaciones de mosquitos, no
obstante, el control quimico a través de la aplicacion de insecticidas es el de mayor
relevancia en México y en el mundo (Baldacchino et al. 2014; NOM-032-SSA2-2014).

La aplicacion constante de agentes quimicos ha propiciado el desarrollo de
resistencia por diferentes mecanismos. Estos comprenden la resistencia metabolica,
asociada a la sobreexpresion de enzimas detoxificantes como oxidasas de funcion maltiple
(OFM), esterasas, glutation S transferasas (GST). Asi como, la resistencia por
modificaciones de sitio blanco mediada por la presencia de mutaciones no sinénimas en
los genes que codifican a las proteinas, que son sitios de accion de insecticidas, como el
canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC) para el DDT y piretroides y la
acetilcolinesterasa insensible para los organofosforados y carbamatos (Rivero et al. 2010).
En Ae. aegypti ambos mecanismos estan presentes. Se ha determinado que existe una
sobreexpresion de enzimas como GSTs, GSTe2, 5y 7, ademas de OFM como citocromo
P450 al ser expuestos a DDT vy diversos piretroides (Lumjuan et al. 2011; Alvarez et al.
2017). También, se han descrito 13 mutaciones en el VGSC de Ae. aegypti de las cuales
cinco han sido asociadas experimentalmente a una pérdida en la sensibilidad a piretroides
de este canal (Saavedra et al. 2018).

La resistencia a insecticidas provoca un evidente problema para el control de
poblaciones de mosquitos, sin embargo, se desconoce el impacto de este fendmeno sobre

la competencia vectorial de Ae. aegypti para transmitir arbovirus como el dengue, es decir,
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la implicacion que tiene la resistencia a insecticidas y sus mecanismos, ya sean
metabdlicos o0 por mutaciones de sitio blanco, sobre la capacidad de un vector de adquirir,
mantener y transmitir un arbovirus. Sin embargo, no existen muchas investigaciones al
respecto. Recientemente, nuestro grupo publicé una revision sobre la relacion entre la
exposicion a insecticidas, la resistencia a los mismos y la competencia vectorial,
evidenciando la ocurrencia de tres patrones: una relacion positiva (la resistencia
incrementa la competencia), una negativa (efecto contrario al anterior) y una relacion
neutral (no existe alteracion) (Juache-Villagrana et al., 2022).

Esta investigacion explord la asociacion entre la resistencia a insecticidas y la
competencia vectorial utilizando un elemento compartido por estos procesos en Ae.
aegypti, la actividad de enzimas detoxificantes como OFM y GST. Mas especificamente,
se analizaron los efectos individuales y de interaccion de la edad, la exposicion a la
permetrina y el desafio viral con DENV-2 sobre la actividad de OFM y GST en dos cepas;
una cepa de referencia susceptible a los piretroides y la infeccion por DENV-2 y una cepa
de campo resistente a la permetrina que posee una actividad basal alterada de OFM y GST.
Posteriormente, se analizo si la exposicion a insecticidas y las actividades enzimaticas
basales diferenciales tenian un impacto en las cargas virales de DENV-2 en el intestino
medio y la saliva de los mosquitos a los 14 dias post-infeccion en ambas cepas.

Los resultados de este estudio contribuyen a la comprension de la interaccién entre
la resistencia a insecticidas y la competencia vectorial, punto esencial para el disefio de
estrategias de manejo de poblaciones y control de vectores que sean mas efectivas y
sostenibles en el tiempo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Artropodos y su participacion como vectores

En el mundo existen diversas especies de artrépodos capaces de transmitir
microorganismos como bacterias, protozoarios o virus los cuales son causantes de
enfermedades que amenazan la salud publica. Tales artrépodos reciben el nombre de
vectores; organismos competentes para la transmision de patdgenos entre huéspedes
vertebrados (Mullen y Durden 2009). Wilson et al. (2017) proponen a los organismos
vectores como artrépodos hematdfagos que tienen una mayor movilidad respecto a sus
huéspedes vertebrados y que transportan y trasmiten un patdgeno. Incriminar un
organismo como vector atiende a ciertos criterios basicos definidos por Barnett (1962)
gue, en resumen, propone que una especie vector debe alimentarse de humanos en su
ambiente natural, los individuos y la aparicién de brotes infecciosos clinicos o subclinicos
debe asociarse bioldgicamente en tiempo y espacio, debe ocurrir el aislamiento repetido
de la forma infecciosa en el artropodo, y la transmision experimental de un patdgeno a un
huésped susceptible debe de ser demostrable.

Una vez que ha sido posible incriminar satisfactoriamente a un vector, el estudio
de la diseminacion de la enfermedad puede investigarse a través del modo de transmision
del patdgeno. Este fendmeno efectuado por los artrépodos puede ocurrir a través de dos
modos, la transmisién vertical y horizontal. La primera, ocurre cuando una hembra
infectada transmite un agente infeccioso a su descendencia por medio de un contagio
transovarico o transestadial (Graczyk et al. 2005; Lequime y Lambrechts 2014). Mientras,
la transmision horizontal involucra el transporte de un patégeno entre un organismo
invertebrado hemat6fago competente y un huésped vertebrado susceptible (Lequime et al.
2016). La transmision horizontal a su vez puede dividir a los vectores en dos tipos: los
bioldgicos, aquellos donde el patdgeno se reproduce dentro del artropodo y se transmite
principalmente por picaduras de individuos con habitos hemat6fagos (por ejemplo:
mosquito Aedes spp. - virus dengue) y los vectores mecanicos, en los cuales no ocurre la

replicacion del patogeno y la transmision se da principalmente por contacto fisico de



estructuras contaminadas ( por ejemplo: chinche, Triatoma infestans-Tripanozoma cruzi)
(Blanc y Gutiérrez 2015).

El filo Artrépoda representa el grupo de invertebrados con mayor diversidad de
especies en el mundo, incluye a los miridpodos, crustaceos, aracnidos e insectos. Dentro
este filo se encuentra numerosas especies que participan activamente como vectores
bioldgicos (Ribera et al. 2015). Si bien los artropodos méas conocidos como vectores son
los mosquitos existen otros como las garrapatas Ixodes scapularis transmisora de Borrelia
burgdorferi, bacteria causante de la enfermedad de Lyme (Gulia et al. 2016), y
Amblyomma americanum y Rhipicephalus sanguineus, aracnidos transmisores de
bacterias del género Ehrlichia causantes de ehrliquiosis (Paddock y Childs 2003; Dantas
2008).

La entomologia médica y veterinaria, es una rama de la ciencia que se encarga de
estudiar a los insectos y patdgenos asociados a los seres humanos, animales de compafiia,
al ganado y vida silvestre (Mullen y Durden 2009), se consolido aproximadamente hace
152 afios, con el descubrimiento de Patrick Manson sobre el desarrollo de una filaria en
un mosquito y trabajos como el de Grassi y Rovelli sobre pulgas (Service 1978). Otros
vectores de importancia en la entomologia médica y veterinaria son el piojo Pediculus
humanus corporis capaz de dispersar a las bacterias Rickettsia prowazekii, Borrelia
recurrentis y Bartonella quintana (Reeves et al. 2006); los hemipteros de la subfamilia
triatominae capaces de infectar huéspedes con el protozoario Trypanosoma cruzi, agente
causal de la enfermedad de Chagas (Lehane 2005; Bern 2015), y mosquitos que diseminan
al virus del oeste del Nilo como Cx. quinquefasciatus (Marra et al. 2004) son ejemplos de.

2.2. Dipteros de importancia médica y veterinaria

Los insectos mas estudiados en cuanto a su rol en la transmision de enfermedades
de importancia médicay veterinaria pertenecen al orden diptera, ya que aqui se encuentran
las especies que han participado en las epidemias mas recientes, ejemplo de ello son los
casos reportados de fiebre del Zika en América hasta septiembre de 2023 alcanzando a
27,000 personas (OPS 2023), y 29 casos reportados hasta la semana epidemioldgica 52 en
México durante el mismo afio (Secretaria de Salud, 2023). Al igual que las infecciones
con mayor prevalencia a nivel mundial como la malaria, la cual afecto alrededor de 1.2
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millones de personas en 2023 (PAHO 2023), de los cuales 37 se reportaron en México
(Secretaria de Salud, 2023) y la fiebre del dengue de la cual se estimaron
aproximadamente 4.1 millones de infecciones en 2023 (PAHO 2023) y 400 000 casos en
México (PAHO, 2023). Ademas, otras especies como la mosca de establo, Stomoxys
calcitrans (Diptera: Muscidae), transmisora de WNV (Doyle et al. 2011) y diferentes
especies del género Culicoides spp. (Diptera: Ceratopogonidae) capaces de dispersar el
virus de la lengua azul y la enfermedad del caballo africano (Slama et al. 2015), son
ejemplos de vectores con relevancia en la ganaderia.

Por otro lado, algunas especies como las moscas del género Chrysops spp.
(Diptera: Tabanidae) capaces de transmitir al nematodo Loa loa (Baldacchino et al. 2014)
y los mosquitos (Diptera: Culicidae) son quienes tienen una mayor importancia dentro de
la salud humana. Globalmente, los principales mosquitos vectores de enfermedades
pertenecen a la familia Culicidae y se encuentran dentro de los géneros Anopheles, Aedes
y Culex. Los mosquitos Anopheles spp. transmiten a diferentes especies de Plasmodium,

como P. falciparum y P. vivax, parasitos causantes de la malaria (Tisgratog et al. 2012).

2.3. Control de mosquitos vectores

Con la finalidad de disminuir y prevenir las enfermedades transmitidas por vectores
se han desarrollado diferentes métodos a través de los cuales se realiza el control de las
poblaciones de mosquitos. Segun el manual de manejo integrado de vectores publicado
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2012, los métodos de control pueden
ser clasificados en cuatro categorias: ambientales (control de sitios de desarrollo larvario),
mecanicos (trampeo de adultos con o sin insecticida), biolégicos (enemigos naturales,
aceites esenciales, entomopatogenos) y quimicos (insecticidas, reguladores de
crecimiento). No obstante, recientemente se han puesto a prueba nuevas metodologias que
se agrupan como métodos genéticos (Baldacchino et al. 2014).

En México se promueve el manejo integrado de vectores que incluya la utilizacion de
2 0 mas procedimientos los cuales pueden abarcar control fisico (ambiental), bioldgico,
regulatorio o quimico (NOM-032-SSA2-2014). Para el control de mosquitos vectores los
métodos mas utilizados involucran el manejo de recipientes de desarrollo en conjunto con
la comunicacion ciudadana para la limpieza de recipientes, patios, lotes baldios, y la
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aplicacion de insecticidas con previa autorizacion de la COFEPRIS y la evaluacion
periodica de los mismos por parte de la CENAPRECE para asegurar su efectividad
(NOM-032-SSA2-2014). Ambos métodos de control son analizados mas a fondo a

continuacion.

2.3.1. Control ambiental de Ae. aegypti

El control ambiental es una de las técnicas mas eficientes en la relacion costo-
beneficio para el manejo de vectores. Este método de control incluye tres estrategias
principales: la modificacion ambiental duradera del habitat de los vectores, manipulacion
ambiental temporal del habitat para reducir condiciones favorables de desarrollo, y
cambios en las condiciones de vivienda y actividades humanas (Manjarres y Olivero
2013). Una de las principales acciones de este método requiere un esfuerzo para
caracterizar y georreferenciar sitios de crianza de mosquitos (llantas abandonadas, por
ejemplo) los cuales deben ser dispuestos de manera correcta lo que en consecuencia
disminuye la densidad de mosquitos adultos y evita la necesidad de otras medidas de
control (Bellini et al. 2014).

Al utilizar esta técnica de control de estados inmaduros en Tubiacanga, Rio de Janeiro,
Brasil, se demostré un efecto a largo plazo de reduccion de mosquitos adultos solamente
al cubrir con una malla los dos contenedores de mayor importancia para el desarrollo de
larvas de Ae. aegypti (Maciel-de-Freitas y Lourenco-de-Oliveira 2011). De manera similar
este mismo resultado fue obtenido en Chennai, India, donde una aproximacién que
conjuntaba el empleo de cubiertas para contenedores de agua (sitios de desarrollo de
pupas), limpiezas de patios, y campafias informativas, logré disminuir los indices pupales
en sitios intervenidos a comparacion de los que no lo fueron (Arunachalam et al. 2012).
Por otra parte, una investigacion en Mérida, México, demostré que al implementar un
programa de reciclaje se disminuia significativamente el nimero de recipientes utilizados
por Ae. aegypti; lo que podria originar una disminucion de la etapa adulta de este vector
(Barrera et al. 2015). La reduccion de sitios de ovoposicion tiene un efecto claro sobre las
poblaciones de mosquitos adultos, sin embargo, han sido poco estudiadas las
consecuencias que tiene esta técnica sobre otros parametros como la duracion del ciclo
gonotrofico, factor determinante en el contacto huésped-vector. Al modelar teéricamente
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una disminucion en los sitios utilizables para la ovoposicion se encontr6 que la tasa de
reproduccion bésica de la malaria se reduce, probablemente asociado al mayor tiempo de
busqueda de sitios idoneos y la consecuente prolongacion del ciclo gonotrofico (Gu et al.
2006).

2.3.2. Control quimico de Ae. aegypti

Otra de las estrategias ampliamente utilizadas para el control de vectores es el control
quimico. Los insecticidas utilizados para el manejo de poblaciones de mosquitos de
importancia médica como Ae. aegypti son clasificados dentro de cuatro grupos principales
basados en su estructura quimica: los organoclorados, organofosforados, carbamatos y
piretroides (Polson et al. 2011). Los organoclorados poseen en su estructura carbono,
hidrogeno y cloro; aqui se encuentra uno de los insecticidas méas conocidos, el dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT), ampliamente utilizado desde la segunda guerra mundial en
1944 (Zimdahl 2015), y recomendado por la OMS (2011) a pesar de su capacidad para
bioacumularse (Yu 2015). La sintesis del DDT produce 5 isdmeros, de los cuales el p,p’-
DDT presenta mayor toxicidad; dentro de este grupo se encuentran otros insecticidas
como los ciclodienos aldrin y dieldrin, no obstante, tal como reporta van den Berg et al.
(2012) quienes recopilan la utilizacion de insecticidas en 125 paises solo el DDT sigue
siendo utilizado. En México no se encuentra registrado dentro de los productos
recomendados por el CENAPRECE para combatir insectos vectores del 2024
(CENAPRECE 2024).

El siguiente grupo de compuestos utilizados como insecticidas derivan del acido
fosférico y son conocidos en conjunto como organofosforados; se dividen en seis
subclases (Yu 2015), siendo los de mayor distribucién comercial ésteres o tioles derivados
directamente del &cido ya mencionado o los acidos fosfinico, fosfonico y fosforamidico
en combinacion con a&tomos de oxigeno o azufre (Sogorb y Vilanova 2002). En particular
este grupo altamente toxico fungio como alternativa a los organoclorados debido a que no
se bioacumulan, destacando la aplicacion de temefos, malathion, fenitrotion y metil-
pirimifos (Manjarres y Olivero 2013). En México los organofosforados recomendados
para su utilizacion destacan el temefos, metil-pirimifds, malation, clorpirifos-etil
(CENAPRECE 2024).



Los carbamatos, compuestos derivados del &cido carbamico con un grupo funcional
éster (Kay et al. 2016). Al igual que el grupo anterior la sustitucién de atomos de
hidrogeno en la estructura del acido carbamico con sustituyentes como compuestos
alifaticos o aromaticos brinda la variedad de productos carbamatos con accion insecticida
(Yu 2015). Carbaryl, bendiocarb y propoxur son ejemplos de compuestos utilizados para
el control de vectores, siendo los dos ultimos productos recomendados para el uso en
México (Rodrigues de Oliveira et al 2017; CENAPRECE, 2024).

El ultimo de los cuatro grandes grupos toxicolégicos en desarrollarse fue los
piretroides. Este grupo posee baja permanencia en tejidos de organismos no blanco como
los mamiferos terrestres, no se bioacumula o biomagnifica y son toxicos para los insectos
vectores (Schleier y Peterson 2011). Los piretroides tienen su origen a partir de la
busqueda de compuestos mas estables a la luz a comparacion de sus analogos naturales,
las piretrinas, obtenidas a partir de extractos de flores de Chrysanthemum
cinerariaefolium; el primer piretroide sintetizado y comercializado fue la aletrina en 1952
(Palmquist et al 2012). En la actualidad se reportan alrededor de 1 000 piretroides
clasificados en tipo uno y dos, basados en si su estructura se presenta el grupo funcional
nitrilo (tipo dos) como en la cipermetrina, deltametrina, tralometrina, cialotrina, y
flumetrina 0 no (tipo uno) como en la bifentrina, permetrina, aletrina, teflutrina y
terametrina (Thatheyus y Gnana 2013). En México se autoriza el uso de alfacipermetrina,
fenotrina, piretrinas naturales, bifentrina deltametrina, praletrina y transflutrina
(CENAPRECE 2024).

2.4. Modo de accion de insecticidas neurotdxicos

Los insecticidas poseen dos mecanismos generales de accion sobre los organismos.
Ambos actian a nivel celular interfiriendo con procesos basicos de transduccién de
sefiales nerviosas (neurotoxicos), no obstante, la maquinaria especifica con la que
interacttan varia de acuerdo con el grupo de insecticida. Durante la transduccion de
sefiales podemos encontrar a una célula en tres estados, un estado de reposo sin estimulo
en donde el interior es netamente negativo con una alta concentracion de iones de potasio;
un estado de activacién-despolarizacién en donde la membrana permite la salida de iones
potasio y la entrada de iones sodio presentes en altas concentraciones en el medio
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extracelular invirtiendo con ello la carga eléctrica al interior celular, y un periodo de
repolarizacion que ocurre al eliminar el estimulo retornando la carga negativa al interior
celular correspondiente a la entrada de iones potasio y la salida de los iones sodio (Figura
1) (Kandel et al. 2000). EI DDT vy los piretroides siguen un mismo patron de toxicidad en
las células nerviosas de los insectos (Vijverberg et al. 1982) al evitar la repolarizacion de
las células y provocar un estado de hiperexcitacion uniéndose a sitios especificos de los
canales de sodio que promueven la repolarizacion. Los efectos de los piretroidesy el DDT
sobre los insectos incluyen perdida del movimiento coordinado, actividad convulsiva, y

por ultimo pardlisis (Soderlund y Bloomquist 1989).
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Figura 1. Transduccidn de sefiales nerviosas mediada por iones sodio. Inspirado de: Kandel et al. 2000.

Por otro lado, los organofosforados y carbamatos siguen un patron de inhibicion
enzimatico al interrumpir con la actividad normal de la acetilcolinesterasa (Yu 2015). Esta
enzima esta encargada de la hidrolisis de la acetilcolina en el espacio sinéptico (Figura 2);
una disfunciéon en la misma ocasiona una acumulacién de este neurotransmisor y la
consecuente sobreestimulacién de la membrana post sinaptica lo que desemboca en la
extenuacién de la célula nerviosa, o tetania en células musculares (Fukuto 1990). Los
cuatro grupos principales de insecticidas descritos en la seccion anterior basan su efecto
en los modos de accion descritos previamente. Sin embargo, en vectores han surgido

mecanismos para evitar la acciéon de insecticidas que se basan principalmente en la
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detoxificacion o la modificacion de los puntos de unidn proteina-insecticida los cuales

seran discutidos a continuacion.

Acetato
¥
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— Colina \

~

Recaptacion por transportador o
Acetilcolina ®

@S> C.-

Vesicula de acetilcolina

| — Acetilcolinesterasa

7 Receptor de acetilcolina

Direccion del impulso nervioso
—

Neurona presinaptica / Neurona postsindptica

Espacio
Sinaptico

Figura 2. Actividad de la acetilcolinesterasa en la transmision de impulsos nerviosos (Inspirado de:
Jean-David et al. 2013).

2.5. Resistencia a insecticidas

El empleo de insecticidas para el control de las poblaciones de Ae. aegypti ha dado
como resultado el desarrollo de resistencia a los principales grupos de insecticidas. Este
fendmeno de resistencia se define como la disminucién en la susceptibilidad de una
poblacion de vectores hacia un insecticida previamente efectivo ocasionado por su
utilizacion continua y/o la posible seleccion cruzada con otros quimicos, que surge por
medio de cambios genéticos, fisioldgicos o de comportamiento y ademas es heredable
(OMS 2016; Oppold y Muller 2017; IRAC 2019). Uno de los primeros reportes de
resistencia a insecticidas ocurrié en Aedes taeniorhynchus y Aedes solicitans durante
1947, solamente un afio despues de la aplicacion de DDT como método de control (Brown,
1986). En la actualidad se registran 21 especies del género Aedes con reportes de
resistencia a insecticidas de los cuales destacan Ae. aegypti y Ae. albopictus con el mayor
namero de casos (572 para el primero y 252 para el segundo) mostrando para Ae. aegypti

resistencia a DDT, organofosforados (temefos), carbamatos, piretroides (cipermetrina,
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deltametrina y permetrina, por ejemplo) y toxinas de Bacillus thuringiensis (Mota-
Sanchez y Wise 2019). Al presente se reconocen 4 tipos de resistencia: de
comportamiento, penetracion, metabdlica y modificaciones de sitio blanco (Rivero et al.

2010), siendo las altimas dos las mas estudiadas

2.5.1. Resistencia metabdlica

En la resistencia metabolica se involucra principalmente tres familias de enzimas
detoxificantes, oxidasas CyP450, esterasas y GST, todas ellas asociadas a conferir
resistencia mediante su sobreexpresion, el incremento en el metabolismo del insecticida o
una mayor afinidad por el quimico (Liu 2015; Moyes et al. 2017). Ejemplo de esta
contribucion es lo reportado por Lumjuan et al. (2011) quienes determinaron una
sobreexpresion de GSTe2, GSTe5, GSTe7 y GSTE5-5 en individuos con resistencia a
DDT y piretroides; este hecho se asocia directamente a la reduccion en la susceptibilidad
de estos individuos a estos insecticidas. De manera similar, utilizando loci de rasgos
cuantitativos (QTL) se demostrd que la resistencia a temefos esta relacionada a un QTL
en el cromosoma dos donde ocurre un cluster de carboxilesterasas; posteriores estudios
mostraron que existe un incremento en la expresion de estas enzimas y por lo tanto una
posible intervencion como mecanismo de resistencia (Paiva et al. 2016). Resultados
similares fueron reportados por Saavedra et al. (2008), donde se demostro la participacion
significativa de un marcador de esterasa descubierto por QTL, CCEunk7o, y su relacién
al desarrollo de resistencia en conjunto con mutaciones en el canal de sodio dependiente
de voltaje.

A la par de los estudios de expresion génica diversas investigaciones se enfocan
en estudiar los niveles de actividad enzimatica asociados a la resistencia. Muestra de ello
es el aumento en la actividad que sufren las OFM, donde se incluye a CyP450, en
individuos seleccionados con deltametrina por 15 generaciones a comparacion del grupo
susceptible no seleccionado (Alvarez et al. 2017), no obstante, en cuanto a que este
mecanismo sea por si solo el que confiere la resistencia a insecticidas es cuestionable ya
que otros mecanismos fueron descritos para estas poblaciones. Para comprobar que la
actividad enzimatica tiene un efecto directo sobre la disminucion de la susceptibilidad se
emplean sinergistas, compuestos quimicos que inhiben enzimas detoxificantes. Al inhibir
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la actividad enzimética de OFM, esterasas y GSTs implicadas directamente como
mecanismo de resistencia permite regresar a individuos resistentes a un estado susceptible.
Bharati y Saha (2018) encontraron un aumento en la actividad de oxidasas de funcion
multiple (CyP450) y carboxiesterasas ya que al inhibirlas con sinergistas se recuperd la
susceptibilidad al piretroide deltametrina y al carbamato propoxur en poblaciones de Ae.
aegypti de Bangladés. Un patrén similar se demostrd en poblaciones de Ae. aegypti
resistentes a DDT y piretroides de Selangor, Malasia, donde la inhibicion de OFM y GST
a través de un ensayo con sinergistas se correlacion6 con un aumento en la actividad de
tales enzimas como posible mecanismo de resistencia (Shi et al. 2019).

Identificar la participacion directa y exclusiva de la resistencia metabdlica a
insecticidas es un proceso complejo debido a la presencia simultdnea de mecanismos
como mutaciones en sitios blanco y niveles elevados de enzimas detoxificantes. A pesar
de esto, al presente se ha reportado la ocurrencia de poblaciones de Ae. albopictus libres
de mutaciones en sitio blanco resistentes a insecticidas, demostrando la participacion
directa y exclusiva de genes CyP450 como CYP6P12 y la sobrexpresion de genes

cuticulares como mediadores de la resistencia (Ishak et al. 2016).

2.5.2. Resistencia por modificaciones de sitio blanco

El mecanismo de resistencia asociado a modificaciones de sitio actta en dos vias
de transduccion de sefiales a través de mutaciones no sinénimas en los genes de los canales
ionicos o las enzimas que representan los sitios de accion de insecticidas (Moyes et al.
2017). En el caso particular de los organofosforados y carbamatos, estos interfieren con
la accion de la acetilcolinesterasa y evitan la hidrolisis de la acetilcolina a colina y acido
acético por medio de fosforilacion o carbamilacion de la enzima (O’brien 1969). La
acetilcolinesterasa es una serin-hidrolasa con un sitio activo catalitico inhibido por la
unién de insecticidas como clorpirifds en el residuo serina 200 presente en el tunel que
forma el sitio activo (Figura 3) (Pang et al. 2012). Fisiolégicamente podemos distinguir
dos genes de la acetilcolinesterasa (ace), uno expresado en sistema nervioso (ace-1) con
funciones dentro del espacio sindptico involucrado a la resistencia a insecticidas, y uno
expresado en otros tejidos con funciones no relacionadas a la comunicacion sinaptica (ace-
2) (Fournier 2005). Se han descrito diversas mutaciones como F139L, G247S y G368A,
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en la secuencia génica de Ace-1 relacionadas a la insensibilidad hacia organofosforados y
carbamatos en diferentes especies de plagas como Aphis gossypii, Drosophila
melanogaster y Tetranychus urticae (Fournier 2005), ademas de la mutacion G119S en
los mosquitos An. gambiae, Anopheles albimanus, Culex vishnui, Culex pipiens y Cx.
quinquefasciatus (Weill et al. 2004; Liu 2015) mientras que en Ae. aegypti esta misma
mutacién ha sido reportada en 4 individuos colectados en Namakkal, Tamil Nadu, India
(Muthusamy y Shivakumar 2015).

Cl
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Figura 3. Inhibicion del sitio activo de acetilcolinesterasa por clorpirifos (Modificada de: Pang et al.

2012).

Otra de las vias de transmisién de impulsos nerviosos involucrada en la resistencia
a insecticidas es el canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC) quien transmite los
potenciales de accion a lo largo de la membrana celular (Dong et al. 2014).
Estructuralmente, el VGSC es una proteina transmembranal que comprende cuatro
dominios homologos (I-1VV) cada uno de los cuales posee seis segmentos
transmembranales (1-6) altamente conservados entre y dentro de especies (Figura 4)
(Scott 2019). Los insecticidas piretroides, al igual que el DDT, interaccionan con este
canal ionico evitando el cambio de estado conductor de iones al de no conductor
provocando una despolarizacion prolongada y la consecuente paralisis del insecto en un
fendomeno conocido como Knock down o derribo (Field et al. 2017). Actualmente son
considerados dos modelos por los cuales ocurre la interaccion canal-insecticida

responsable de la insensibilidad a piretroides; un modelo de dos sitios de unién, el primero
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localizado en 11S6 y 111S6 donde se encuentran las mutaciones descritas para Ae. aegypti
V1023G y F1565C y el segundo sitio receptor localizado en las uniones S4-S5 y S6 de los
dominios I y Il (Du et al. 2013). EI modelo de sitio Unico de interaccion propone que el
estado conductor del canal de sodio es acoplado al insecticida en la cavidad hidrofobica
formada por el dominio Il, las uniones S4-S5 y las hélices IIS5 y I1IS6 (O’reilly et al
2006).

La efectividad de los insecticidas depende de que el agente quimico entre en
contacto con alguno de los sitios receptores y produzca la despolarizacion continuada, no
obstante, las mutaciones no sinénimas reducen la sensibilidad del VGSC a insecticidas
como se demuestra por estudios de expresion heter6loga en oocitos de Xenopus y con ello
se origina el desarrollo de resistencia knock down o resistencia al derribo (Rinkevich et al.
2013). Desde el descubrimiento de la mutacion L1014F en Musca domestica y su
participacion en la resistencia a insecticidas (Rinkevich et al. 2012), a la fecha, se han
descrito mas de 50 mutaciones para el gen del VGSC en diferentes organismos plaga y
vectores de enfermedades (Du et al. 2016). Trece de estos cambios de secuencia son
encontrados comdnmente en Ae. aegypti en 10 posiciones diferentes abarcando cinco
regiones de la estructura del VGSC (11S4-5, 11S5-6, 11S-6, 111S6 y IVS5) identificados en
las posiciones 410 (V—L), 923 (G—I), 982 (L—-W), 989 (S—P), 1007 (A—G) 1011
(I->Mo V), 1016 (V-G o 1), 1520 (T—-I), 1534 (F-C o L),y 1763 (D— Y) (Haddi et
al. 2017; Moyes et al. 2017, Granada et al. 2018; Lien et al., 2018; Kushwabh et al. 2019).
En cuanto a la mutacién del nucleétido 1014 de la secuencia de VGSC ninguno de los
cambios de un solo nucle6tido se ha asociado al desarrollo de resistencia en Ae. aegypti
(Scott 2019). Cabe resaltar que solo una pequefia parte de las mutaciones descritas para
esta especie ha sido asociada funcionalmente a la insensibilidad a piretroides y DDT a
través de ensayos de expresion heteréloga y electrofisiologia; solo S989P, 11011M,
V1016G, F1534C y V410L han sido confirmadas (Saavedra et al. 2018). De igual manera
es importante sefialar que las mutaciones suelen asociarse a un sector geografico
especifico, por ejemplo, la mutacién V1016G ha sido descrita en el Sureste asiatico, pero
no en el continente americano (Fernando et al. 2018) con excepcion de un mosquito

portador de esta mutacion en Panaméa (Murcia et al. 2019).
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Figura 4. Estructura del VGSC y localizacion de las mutaciones (Tomado de: Chen et al. 2020).

En Latinoamérica y el Caribe las mutaciones que inducen una alteracion en el sitio
blanco son mayormente asociadas con la resistencia a insecticidas piretroides (Guedes et
al. 2020). En México se han reportado las mutaciones F1534C, V10161, y V410L para
poblaciones de Ae. aegypti de diferentes estados de la Replblica como Veracruz,
Tapachula y Mérida; sitios en los cuales su distribucion temporal indica practicamente la
ausencia de alelos mutantes en el 2000, el incremento gradual de estas mutaciones durante
el periodo 2002-2008, hasta la fijacion de los alelos mutantes en 2016 con un frecuencia
alélica para los tres cambios simultaneos de 0.47 (Saavedra et al. 2018) De estas
mutaciones, el cambio de fenilalanina a cisteina en la posicion 1534 fue descrito
inicialmente por Yanola et al. (2010) quienes asociaron su participacion a la resistencia a
piretroides, no obstante, estudios de expresion heterdloga y electrofisiologia mostraron
que este cambio reduce la sensibilidad del VGSC a piretroides tipo uno pero no a los tipo
dos (Hu et al. 2011). En contraste, Fan y Scott (2020) demostraron que individuos
homocigotos para el alelo mutante 1534C, carentes de resistencia metabélica mediada por
oxidasas de funcion multiple u otras mutaciones kdr, presentaba una resistencia de 7 a 16
veces a comparacion de una cepa susceptible a piretroides tipo uno y dos, respectivamente.
La presencia de esta mutacion se ha vinculado al desarrollo de niveles bajos de resistencia
y su asociacion con otros cambios génicos al establecimiento de un fenotipo mas
resistente. Tal es el caso de su asociacion con V1016l, descrita por Saavedra et al. (2007)
de la cual no se ha identificado su participacion en la insensibilizacion del VGSC al
aparecer como mutacién unica (Chen et al. 2019). Analizando la frecuencia de V10161 y
F1534C en 24 poblaciones de Ae. aegypti de los estados de Nuevo Ledn, Veracruz,

Yucatan, Quintana Roo, y Chiapas, se determiné que el proceso evolutivo mas probable
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es la aparicion de F1534C y posteriormente la aparicion de V10161, esto corroborado por
el bajo fitness del haplotipo 11016-F1534 (Vera et al. 2015) y el aumento en la resistencia
a insecticidas en oocitos de Xenopus al inducir las dos mutaciones (Chen et al. 2019).

Estudios de distribucion temporal de la mutacion V10161 en México identificaron
el aumento en la frecuencia del alelo mutante 11016 desde el lapso de 1996 al 2000 con
una frecuencia de 0.04 % hasta el aumento al 33.2 % en el periodo de 2007 al 2009 (Ponce
et al. 2009).

La mutacion V410L ha sido recientemente descrita por Haddi et al. (2017), quienes
determinaron su asociacion a la resistencia a piretroides tipo uno y dos a través de la
expresion y analisis en oocitos de Xenopus. Su participacion en la resistencia promueve
la insensibilizacion del VGSC de Ae. aegypti y disminuye la efectividad de piretroides
hasta 10 veces, aumentando conforme se co-expresa con F1534C. Esta mutacion ha sido
estudiada en México en poblaciones de Ae. aegypti colectadas entre el afio 2000 y 2016
donde se reportd su aparicion en 2002 en individuos heterocigotos colectados en
Coatzacoalcos, Veracruz, y donde también se documenté el aumento en la frecuencia de
L410 alcanzando hasta el 0.9 en poblaciones colectadas en 2014 en Meérida, Yucatan
(Saavedra et al. 2018). Un patrén similar fue encontrado para 26 poblaciones de Ae.
aegypti colectadas al este de la republica mexicana mostrando una frecuencia del alelo
L410 cercana a uno en Minatitlan, Jose Cardel, y Cancun (0.99, 0.97 y 0.93,
respectivamente) pero los valores medios, asi como el intervalo de frecuencias observadas

en las poblaciones oscila desde 0.3 hasta 0.99 (Villanueva et al. 2019).

2.6. Competencia vectorial

La competencia vectorial es una caracteristica que establece la capacidad
intrinseca de los vectores para adquirir, mantener y transmitir un patégeno dados sus
componentes genéticos; este término no debe ser confundido con el de capacidad
vectorial, locucidn cuantitativa que toma en cuenta tanto factores asociados a la relacion
patogeno-vector como la competencia vectorial, asi como factores abidticos o extrinsecos
tales como elementos ambientales o de comportamiento (Beerntensen et al. 2000; Franz
et al. 2015; Kramer y Ciota 2015). La competencia vectorial es por tanto un factor
determinante en la participacion de Ae. aegypti durante la transmision horizontal de
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arbovirus la cual esta determinada, entre otros factores, por las barreras inmunoldgicas y
el microbioma de los mosquitos, ademas de la capacidad de los virus de traspasar dichas
barreras (Conway et al., 2014; Lequime y Lambrechts, 2014). Chamberlain y Sudia
(1961), Hardy et al. (1983), Franz et al. (2015), Kramer y Ciota (2015) y Wu et al. (2019)
explican los principales factores y barreras que afectan la competencia vectorial de los
mosquitos (Figura 5); primero, después de una ingesta virémica ocurre la infeccion de las
células del segmento posterior del intestino medio (IM). Si un mosquito es refractario a la
infeccion y no ocurre la colonizacién de estas células, o bien, ocurre la invasion de las
células y no la replicacion del virus, estd presente la primera barrera conocida como
barrera de infeccion del IM (MIB). La MIB es mediada por multiples factores como la
inactivacién viral por fluidos digestivos, dosis infectiva, permeabilidad de las células
epiteliales, membrana peritréfica, falta de receptores especificos, interacciones con la
superficie celular, sistema inmune del huesped virémico, digestion de proteinas de la
sangre, activacion del sistema GABAGérgico, activacion de la barrera inmune de los
mosquitos como las vias RNAI, Toll, de inmunodeficiencia, 0 JAK-STAT y la microbiota
localizada en el MG como Chromobacterium quien segrega aminopeptidasas en contra de
la envoltura viral del dengue (Ramirez et al. 2014).

Después de la infeccion del IM los arbovirus sufren una multiplicacion inicial hasta
un nivel virémico especifico y de aqui ocurre la diseminacién hacia otros tejidos como los
cuerpos grasos, ovarios, tejido neural, entre otros. No obstante, la barrera de escape del
IM (MEB) evita el paso del arbovirus de la lamina basal hacia la hemolinfa circulante en
el hemocele; esta barrera se ha caracterizado por diferentes interacciones moleculares
como las lectinas tipo-C, la proteina NS4B o la cascada de la fenoloxidasa que al ser
inhibida promueve la replicacion del virus del Semliki y la mortalidad de Ae. aegypti. De
igual forma, se ha planteado que puede ocurrir una maduracion incorrecta de los virus
dejando nucleocépsides no infectivas incapaces de cruzar esta barrera.

Si un patogeno logra llegar al hemocele se distribuiré a otros tejidos incluyendo
las glandulas salivales (GS). Generalmente, cuando el arbovirus se encuentra dentro de
las GS y el ducto salivario de los vectores estos se consideran como infectivos, sin
embargo, se han descrito dos barreras en este sitio. Una de ellas, la barrera de infeccion

de las GS (SGIB), se presenta de manera dependiente o independiente de la dosis infectiva
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de arbovirus y constituye un impedimento para establecer una infeccion en este tejido
como consecuencia de la ldmina basal que rodea a las GS, aunque esto no ha sido
confirmado. Por otro lado, la barrera de infeccion de escape de las GS (SGEB) ha sido
propuesta pero no existe informacion concluyente de la forma en que esta barrera actla;
se sugiere que uno de los principales factores que da origen a esta barrera es el estado

inmaduro de la infeccion y la falta de viriones infectivos presentes en el ducto salivario.

Diseminacion Infeccion

Ingesta virémica /
O o < ‘:‘.»'!‘ @
0 -

Figura 5. Esquema de trayectoria viral desde la ingesta virémica hasta la transmisién del patégeno
(Modificado de: Wu et al. 2019).

2.6.1. Competencia vectorial de Aedes para virus del dengue

El virus del dengue (DENV) es un flavivirus perteneciente al serocomplejo dengue
diferenciado en 4 serotipos. Estructuralmente es un eicosaedro de 50 nm, con un genoma
de RNA de sentido positivo codificante para un polipéptido que contiene a las proteinas
estructurales C, prM, My, E, ademas de las proteinas no estructurales NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, y NS5 (Velandia y Castellanos, 2011). Especies del género Aedes
participan en la diseminacion de este patdgeno, por ejemplo, Ae. aegypti es el principal
vector de este arbovirus, seguido de Ae. albopictus y otras especies como Aedes japonicus
han demostrado competencia vectorial para este flavivirus (Schaffner et al. 2011). La
susceptibilidad de mosquitos vectores a infeccién por DENV estd determinada por
mecanismos especificos aun no bien establecidos presentes en las MIB, MEB, SGIB y

SGEB. En la actualidad se han descrito proteinas con probable funcion como receptoras
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de DENV en Ae. aegypti. Por un lado, las proteinas de 67 kDa y 80 kDa se han identificado
en intestino medio mientras que las de 77, 58, 54 y 37 kDa en glandulas salivales tal y
como se concluy6 por medio de ensayos de unidn a proteinas virales (Quintero et al. 2010).
Existen otras moléculas posiblemente involucradas como receptores destacando proteinas
de union a laminina, glicoproteinas, prohibitina, proteina similar a tubulina, y proteinas
de superficie celular aun no descritas, sin embargo, a la fecha no existe un estudio
concluyente que sefiale una molécula proteica o de otra naturaleza como receptor
definitivo (Hidari y Susuki 2011).

Otro determinante de la competencia vectorial de Aedes para transmitir DENV son
las defensas inmunoldgicas innatas. Debido a estas el virus es retenido en un nivel de
viremia insuficiente para establecer un nivel patogénico, pero a la vez logra evadir estos
mecanismos para replicarse y diseminarse a otros tejidos. La inmunidad innata en
mosquitos es mediada por tres mecanismos principales: las vias de sefializacion antivirales
como Toll, de inmunodeficiencia y JAK-STAT, proteinas parecidas al complemento
como AsSR-C/ AaMCR y los RNA peqguefios como los interferentes, microRNA o RNA
interactuantes con Piwi (Mukherjee et al. 2019). Los receptores Toll requieren de la
activacion mediada por ligandos derivados del virus los cuales se unen con receptores de
reconocimiento de patégenos (RRP). Esta union produce la subsecuente escisién del factor
pro-speatzle a speatzle quien funge como ligando de los receptores Toll. La interaccion
entre speatzle y los receptores Toll ocasiona el reclutamiento de moléculas como MyD88,
tube y pelle en el interior celular para, posteriormente, provocar la disociacién del
inhibidor cactus de Rel 1 causando la translocacion al nucleo de este ultimo quien actla
como factor de transcripcion de péptidos antimicrobianos (PAM) (Figura 9) (Kumar et al.
2018; Mukherjee et al. 2019). Se ha demostrado que componentes de la via Toll son
diferencialmente regulados por la infeccion con DENV; Spaetzle, Toll y RellA son
regulados positivamente mientras que Cactus lo es negativamente sugiriendo la
participacion de esta via como mecanismo de defensa en la infeccion por DENV (Xi et al.
2008). Ademas, los PAM producidos por la activacion de esta via poseen una actividad
antiviral, aunque se desconoce los mecanismos de accion (Cheng et al. 2016).

La via de inmunodeficiencia (IMD) es otro mecanismo de defensa innato el cual

se activa cuando un virion se une a un receptor especifico aun no identificado. Esta unién
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origina el reclutamiento de diferentes moléculas en dos cascadas de sefializacion
diferentes. Por un lado, una quinasa Janus (JNK) fosforila Rel2 mientras que el dominio
de muerte asociado a fas (FADD) y la proteina similar a ced-3/Nedd?2 relacionada a muerte
(DREDD) son reclutados en el receptor de arbovirus aun no descrito. EI complejo FADD-
DREDD escinde el Rel2 previamente fosforilado lo que culmina en la translocacion del
Rel2 al nicleo y la produccion de péptidos antimicrobianos o el péptido Vago el cual actua
como ligando efector de la via JAK-STAT en células adyacentes (Figura 9) (Ramirez et
al. 2018; Mukherjee et al. 2019). Se ha observado que el silenciamiento de esta via
promueve un aumento en los titulos virales de cepas refractarias a infeccion, pero no tiene
un efecto en poblaciones susceptibles indicando que puede estar asociada al maximo de
actividad dentro de estas poblaciones (Sim et al. 2013).

La activacion de la via del transductor de sefiales de quinasa Janus y activador de
transcripcion, JAK-STAT, se inicia por la union del ligando unpaired (upd) a un receptor
transmembranal conocido como Dome. Esta union promueve la autofosforilacion de Hop
y el receptor Dome originando la union de STAT a este complejo. La dimerizacion y
fosforilacion de STAT mediada por el complejo Dome-Hop causa la traslocacion de
STAT al nucleo y activa su funcién como factor de transcripcion (Figura 6) (Jupatanakul
et al. 2017). Souza et al. (2009) demostraron que al suprimir la expresion del receptor
Dome y la quinasa Janus Hop se aumenta la susceptibilidad a infeccién por DENV

mientras que, al suprimir el inhibidor de esta via, PIAS, se obtiene un efecto contrario.
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Figura 6. Vias de sefializacion de inmunidad innata (Inspirado de: Mukherjee et al. 2019). En color

Pro-Speatzle

azul se muestra la via Toll, en verde IMD y en amarillo JAK-STAT.

La microbiota presente en etapas inmaduras o en individuos adultos participa
activamente mediando la competencia vectorial de Ae. aegypti (Caragata et al. 2019),
diferentes especies de microorganismos que forman parte de la microbiota natural de
mosquitos han sido relacionados como reguladores de la susceptibilidad a la infeccion.
Ramirez et al. (2014) demostraron que una bacteria del género Chromobacterium Csp_P
aislada de poblaciones naturales de Ae. aegypti es capaz de disminuir la infectividad de
DENV. Posteriores investigaciones en esta especie demostraron que la molécula
relacionada a la actividad antiviral forma parte de las proteinas segregadas identificada
como una aminopeptidasa (Saraiva et al. 2018). No obstante, otros estudios han mostrado
variabilidad en cuanto a la interaccion microbiota-arbovirus. Hill et al. (2014) indicaron
que, aungue no de manera estadisticamente significativa, existia una tendencia a que los
individuos tratados con antibioticos y por lo tanto asepticos, presentaban menores tasas
de infeccion de DENV a comparacion de los individuos con microbiota normal. De
manera similar, la ingesta de esporas de Talaromyces spp. causo el aumento de la
infeccion de DENV en dos cepas susceptibles a infeccion de Ae. aegypti (Anglerd et al.
2017). La bacteria Wolbachia es uno de los simbiontes mas importantes encontrada en el
40 % de las especies de insectos terrestres, no obstante ha sido muy poco encontrada en
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mosquitos Aedes spp. Sin embargo, cuando esta bacteria se inyecta en los mosquitos
artificialmente se inhibe la infeccién a DENV Yy otros patdgenos de manera dependiente
de la densidad poblacional, activando las defensas inmunologicas, y las especies reactivas
de oxigeno (Caragata et al. 2019). Evidencia de lo anterior ha sido expuesto realizando
infecciones en cultivo de lineas celulares de mosquito en donde aquellas lineas celulares
infectadas con esta bacteria obtuvieron titulos virales menores a comparacion de las lineas
no infectadas (Frentiu et al. 2010).

2.7. Relacion entre resistencia a insecticidas y competencia vectorial

La relacién entre resistencia a insecticidas y competencia vectorial es un topico de
importancia para el control de enfermedades arbovirales. Al presente se desconoce el
impacto concreto de los mecanismos de resistencia sobre la competencia vectorial de Ae.
aegypti. Una revision sistematica de las investigaciones que estudian el nexo de los
mecanismos de resistencia y la competencia vectorial sugieren la existencia de tres
posibles escenarios; la competencia vectorial se incrementa (relacion positiva), disminuye
(relacion negativa), o bien, permanece sin alteracion (neutral), dada la resistencia a
insecticidas (Juache-Villagrana et al. 2022).

La mayor parte de los estudios sobre esta relacion se han realizado en vectores de
malaria; por ejemplo, se ha demostrado que An. gambiae s.s. seleccionado con piretroides
y portadora de mutaciones kdr es mas susceptible a infeccién por Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana (Howard et al. 2010). De manera similar, esta asociacion positiva
fue reportada en individuos An. gambiae s.s. portadores de mutaciones kdr (L1014F) y
ace-1 (G119S) quienes presentaron una mayor prevalencia de esporozoitos de P.
falciparum en intestino medio al comparar con una cepa de referencia sin mutaciones, no
obstante, presentan una disminucion en la cantidad de esporozoitos, fase infectiva del
parasito para los seres humanos (Alout et al. 2013). Esta relacién positiva fue también
encontrada no solo en vectores de patogenos de importancia médica sino en especies
vectores de importancia agricola. Ejemplo de ello, Wan et al. (2021) reportaron un
incremento en la competencia vectorial de Frankliniella occidentalis resistente a spinosad
para transmitir el virus del bronceado del tomate. Andlogamente, poblaciones de Myzus
persicae resistentes a Dietil carbamatos y piretroides asociados a mutaciones ACE y kdr
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en M918L mostraron un incremento en la competencia vectorial para el virus del mosaico
severo de la papa (Fenton et al. 2015).

Al contrario de estas investigaciones, Alout et al. (2014) encontraron una
disminucion de la competencia vectorial en poblaciones de An. Gambiae s.s. portadoras
de las mutaciones ace-1 o kdr expuestas a bendiocarb o DDT respectivamente, en quienes
se disminuia la prevalencia e intensidad de infeccion (numero de ooquistes) de P.
falciparum en la poblacidn resistente a carbamato mientras que en la poblacion resistente
a DDT solo se disminuia la prevalencia. Este mismo efecto fue encontrado para
poblaciones de An. gambiae s.s. homocigotos resistentes de la mutacién kdr L1014S
colectados en Uganda, quienes mostraron una reduccion de la prevalencia e intensidad de
infeccion por P. falciparum al ser expuestos a deltametrina y comparacion con el grupo
control (Kristan et al. 2016). Este mismo grupo de investigacion encontrd que la infeccién
por P. falciparum aumenta la susceptibilidad a DDT a comparacion del grupo sin
infeccion (Alout et al. 2014). La relacion negativa fue también reportada para poblaciones
de Anopheles funestus quienes presentaron competencia vectorial disminuida para
Plasmodium sp. asociado a la mutacion A296S en el receptor GABA, receptor involucrado
en la resistencia a Dieldrin. Ademéas de los estudios en Anopheles, en Culex
quinquefasciatus se ha encontrado una asociacién negativa entre competencia vectorial y
mecanismos de resistencia. En esta especie se demostré que el aumento en la actividad de
esterasas induce una disminucion en la prevalencia de Wuchereria bancrofti (McCarroll
and Hemingway, 2002).

Ademas de estos efectos negativos sobre la competencia vectorial, los mecanismos
de resistencia se asocian a consecuencias negativas pleiotrépicos sobre caracteristicas de
mosquitos vectores tales como disminucion en la fecundidad, sobrevivencia, ovoposicion,
tamano, y alargamiento del tiempo de desarrollo larvario en un fenémeno conocido como
fitness cost (Jesus et al. 2012; Brito et al. 2013; Araujo et al. 2015; Alvarez et al. 2017).
Este fitness cost puede conducir a repercusiones positivas o negativas en la interaccion
vector-patdgeno debido a la disminucion de la longevidad de los mosquitos, asi como la
promocion de su fecundidad. En particular, se ha determinado que la infeccién con
Plasmodium reduce la supervivencia de An. gambiae pero aumenta la fecundidad (Alout

et al. 2016); esto podria traducirse en un aumento poblacional ocasionado por la
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fecundidad y baja de las poblaciones adultas por la supervivencia de An. gambiae, sin
embargo, si el tiempo de supervivencia es suficiente para concluir con el periodo de
incubacion extrinseca de un patogeno, podria suponer un aumento en el ndmero de
infecciones. Al igual que lo anterior, los mecanismos de resistencia pueden propiciar que
las reservas energéticas se reduzcan y con ello la respuesta inmune de los mosquitos se
vea afectada de manera negativa abriendo paso a la infeccion por patdégenos (Alout et al.
2017; Richards et al. 2017).

En cuanto a los estudios en arbovirus que relacionan competencia y resistencia se
ha demostrado que la presencia de mutaciones en ace-1 y ester? se asocia a una mayor
susceptibilidad a la infeccién y capacidad para transmitir virus del Oeste del Nilo en Cx.
quinguefasciatus, pero no asi para el virus del valle del Rift (Atyame et al. 2019). Los
estudios realizados en Ae. aegypti se han enfocado, en su mayoria, a determinar el efecto
de la exposicion a insecticidas sobre la competencia vectorial. Los estudios de
competencia vectorial-exposicion a insecticidas estdn acompafiados, en diversas
investigaciones, de otras variables. Tal es el caso de la aplicacion de altas temperaturas
durante el desarrollo larvario, mismo que dificulta la determinacion del efecto inmediato
de la resistencia sobre la competencia vectorial. Muturi y Alto (2011) demostraron que la
exposicion de larvas de Ae. aegypti a malation y altas temperaturas (30 °C) incrementa la
infeccion y diseminacion de virus del Sindbis. De manera similar, la edad cronolégica y
la exposicion a un piretroide, bifentrina, impactan en la diseminacion de virus del Zika en
Ae. albopictus; aquellos individuos de mayor edad cronoldgica y expuestos a una dosis
subletal de bifentrina tienen titulos virales de diseminacion mayores a los grupos no
expuestos de individuos viejos y jovenes, asi también al grupo de mosquitos jovenes
expuestos a la misma dosis subletal (Knecht et al. 2018). La ingestidn de este piretroide
ha mostrado efectos contrarios, tal es el caso de la investigacion realizada por Richards et
al. (2017), quienes establecieron que al alimentar a mosquitos Ae. albopictus con una
mezcla de agua azucarada y bifentrina disminuye los titulos virales de DENV-2 a los 14
dias de exposicion. En cuanto al estudio de la competencia vectorial de Ae. aegypti para
otros arbovirus, la exposicién a DDT de un grupo susceptible al virus del chikungunya y
a este insecticida produjo una mayor prevalencia de este arbovirus a comparacion de un

grupo susceptible al virus, pero resistente al DDT y a otro grupo refractario al patdgeno y
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susceptible al DDT (Mourya et al. 1994). En Ae. aegypti se ha reportado que la resistencia
a piretroides mediada por las mutaciones kdr V10161 y F1534C incrementa su
competencia vectorial para el virus del Zika (Parker-Crockett et al. 2021). Chen et al.
(2021) describieron este mismo resultado en poblaciones resistentes a piretroides

asociadas a estas mutaciones kdr y enzimas como CyP450 y GST.
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3. JUSTIFICACION

La transmision del virus del dengue esta mediada principalmente por los mosquitos
vectores Ae. aegypti y Ae. albopictus. Este patdgeno impacta a la salud pablica, ejemplo
de ello, se estima que anualmente ocurren alrededor de 390 millones infecciones con virus
del dengue en todo el mundo (Bhatt et al. 2013; Kraemer et al. 2015) mientras que en
México se registraron 54 406 casos confirmados en 2023 y alrededor de 300,000 casos
probables de dengue (Secretaria de Salud 2023). Las infecciones causadas por este virus
carecen de tratamientos antivirales especificos ademas de vacunas efectivas para su
prevencion, por lo cual, los esfuerzos para disminuir su impacto en la salud publica se
enfocan en reducir las poblaciones de los mosquitos vectores por medio del uso de
insecticidas. No obstante, su aplicacién ha originado que en México y en el mundo Ae.
aegypti adquiera resistencia a los cuatro grupos toxicoldgicos usados principalmente para
su control. Ademas, existe escases de informacion del impacto de los mecanismos de
resistencia sobre la competencia vectorial, es decir, sobre la susceptibilidad para infectarse
y transmitir arbovirus. De acuerdo con esto, investigaciones sefialan que las mutaciones
kdr en An. gambiae aumentan la susceptibilidad hacia entomopatdégenos como
Metarhizium anisoplia y Beauveria bassiana (Howard et al. 2010), y aumentan la
prevalencia de P. falciparum en ausencia de exposicion a insecticidas (Alout et al. 2014).
Estudios sobre competencia vectorial, mecanismos de resistencia y arbovirus sefialan que
Cx. quinquefasciatus posee una mayor diseminacion y eficiencia de transmisién de virus
del oeste del Nilo, pero no del virus del valle del Rift (Atyame et al. 2019) asi mismo se
ha determinado que la exposicién a bifentrina en individuos longevos de Ae. albopictus
propicia una mayor diseminacion del virus del Zika (Knecht et al. 2018). Dado los estudios
en otros vectores y la escasez de informacion sobre el impacto de la resistencia en la
competencia vectorial de Ae. aegypti, en esta investigacion se evalud la competencia
vectorial de esta especie para transmitir DENV-2 en poblaciones resistentes a piretroides
con presencia de mutaciones kdr V410L, V10161, y F1534C vy actividades enzimaticas
elevadas y con ello se determind si la resistencia a estos insecticidas y sus mecanismos
promueven una mayor susceptibilidad de infeccion y transmision de este arbovirus. En
consecuencia, los resultados de esta investigacion proporcionaran un soporte para la
utilizacion adecuada del control quimico y profundizar en la relacién arbovirus-vector.
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4. HIPOTESIS

La competencia vectorial a DENV-2 aumenta en funcién de la actividad de las enzimas

GST y OFM en Aedes aegypti resistente a permetrina.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la competencia vectorial a DENV-2 de Ae. aegypti en funcion de la actividad de
GST y OFM y su relacion al efecto individual y de interaccion con la alimentacion, edad,
exposicion a un piretroide tipo 1 y el desafio con DENV-2 en una cepa de referencia
susceptible a piretroides y una cepa de campo resistente a permetrina.

5.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto e interaccion de la edad, tipo de alimentacion, pre-exposicién
con CLazo de permetrina y el desafio viral con DENV-2 en la actividad de OFM y
GST

2. Establecer la relacion entre carga viral de DENV-2, la pre-exposicion a
permetrina y la actividad de OFM, GST.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material bioldgico

Para determinar el impacto de la resistencia a los piretroides, la exposicion a
insecticidas y la influencia de la actividad enziméatica de OFM y GST en la competencia
vectorial para DENV-2 en Ae. aegypti se utilizaron dos cepas de Ae. aegypti. La cepa New
Orleans (NO) caracterizada por su susceptibilidad a insecticidas, incluidos los piretroides,
se utilizd como cepa de referencia no refractaria a la infeccion por DENV-2. Para evaluar
la influencia de la resistencia a la permetrina y el impacto de la actividad basal alterada de
OFM y GST en la competencia vectorial a DENV-2, se utiliz6 una cepa resistente a
permetrina recolectada en Monterrey (MTY), México (25° 41' 11.8068" N, 100° 18'
58.0176" W). En todos los procedimientos experimentales las larvas de ambas cepas se
criaron en bandejas de plastico que contenian 4 ml de agua del grifo y 0.9 mg de proteina
de higado bovino en polvo por larva. Este esquema de cria se utilizd para evitar influencias
externas en el desarrollo de los estadios inmaduras y siguiendo las investigaciones de
Asahina (1964) y Pérez et al. (2004). Las pupas fueron trasladadas a cadmaras de
emergencia y los adultos se mantuvieron en jaulas de 30 X 30 cm. La produccion de
huevos se obtuvo mediante alimentacion con sangre por membrana artificial utilizando
sangre de oveja desfibrinada. Ambas cepas se mantuvieron en las mismas condiciones de
insectario (26 £ 2 °C, 70 + 10 % HR).

6.2.Caracterizacion de la cepa resistente a piretroides

Para confirmar que la poblacion recolectada de campo presentara las caracteristicas
deseadas se realizaron bioensayos de exposicion para confirmar la resistencia a permetrina
y ensayos enzimaticos para corroborar que las actividades basales de OFM y GST se
encontraran alteradas. Ademas, se determind la presencia de mutaciones kdr en esta
misma cepa. Para caracterizar la susceptibilidad de la cepa MTY a la permetrina se utilizo
la relacion de resistencia (RRCLsp). EI RRCLso se calculd dividiendo la CLsg de
permetrina de la poblacidén de campo entre la CLso de la cepa susceptible. Esta cepa fue

posteriormente clasificada siguiendo los criterios de (Mazzarri & Georghiou, 1995),
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donde un valor de RRLCso < 5 indica susceptibilidad, RRCLsy = 5-10 resistencia
moderada y RRCso > 10 perfil resistente. De manera similar, el estado de actividad de
GST y OFM en la cepa MTY se clasifico comparando la actividad enzimatica de MTY
con la actividad encontrada en la cepa susceptible a NO y siguiendo el criterio de Montella
et al. (2007). Ante esto, cuando < 15 % de los individuos de campo no excedieron el
percentil 99 del valor de actividad de la cepa de NO, la actividad enzimética se caracterizd
como no alterada, 15-50 % como incipientemente alterada y > 50 % como alterada.
Finalmente, las frecuencias de las mutaciones kdr V410L, V10161 y F1534C de la cepa
MTY se obtuvieron siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion.

6.3. Disefio experimental

Se utilizaron 17 tratamientos para analizar la competencia vectorial de Ae. aegypti
para DENV-2 y su relacién con las actividades de GST y OFM en el contexto del estado
de alimentacion y la edad del mosquito susceptibles y resistentes a la permetrina. En
cuanto al estado de alimentacién, los mosquitos se separaron en tres categorias: sin
alimentacion, alimentados con azlcar y alimentados con sangre. Asimismo, se utilizaron
cuatro edades: mosquitos de 1, 6, 12 y 19 dias. Tanto la exposicion a permetrina como la
exposicion al DENV-2 se trataron como variables binomiales; es decir, los mosquitos
estuvieron o no expuestos a la dosis letal 30 (LD3o) de insecticida o expuestos al DENV-
2. Todos los tratamientos analizados se obtuvieron combinando las covariables (estado de

alimentacion y edad), el desafio viral y la exposicién a permetrina (Tabla 1).
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Tabla 1. Tratamientos experimentales.

Tratamiento  Edad (dias)  Alimentacién Exposicién Desafio viral
1 1 - - -

2 6 Sacarosa = =

3 6 - -

4 12 Sangre - -

5 19 - -

6 6 -

7 12 Sangre = DENV-2
8 19 -

9 6 -

10 12 Sacarosa LDso -

11 19 -

12 6 -

13 12 Sangre LD3o =

14 19 -

15 6

16 12 Sangre LD3o DENV-2
17 19

El quinto dia después de la eclosion se ofrecid a los mosquitos alimentacion con azicar
y sangre. La exposicién a la dosis subletal de permetrina se realiz6 al quinto dia. Después
de la exposicion al insecticida, los mosquitos fueron transferidos a contenedores de
recuperacion y se les ofrecid un hisopo de algodon impregnado de azucar. Después del
periodo de recuperacion de 24 h (dia 5), se ofreci6 a los mosquitos alimento con sangre
infectada 0 no infectada. La Figura 7 muestra un esquema de los tratamientos
experimentales (A) y el cronograma de los tratamientos (B).
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Figura 7.
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Descripcion general de los tratamientos experimentales (A) y cronograma de aplicacion de

los tratamientos (B). S/A, sin alimentacidn; S10%, sacarosa al 10%; BM, alimentacién
sanguinea; BM+V, alimentacion sanguinea con DENV-2; EAA, determinacion de actividad

enzimatica; VLD; determinacién de carga viral.

6.4. Exposicion subletal a permetrina y determinacion de LCso

La CLso y CLso de permetrina se estimaron con base en ambas poblaciones

mediante un analisis de dosis-respuesta utilizando el bioensayo en botella descrito por

(Brogdon & Mcallister, 1998). Brevemente, 60 mosquitos hembra (de 3 a 5 dias de edad)

distribuidos en 20 hembras por botella fueron expuestos a varias dosis de permetrina.

Después de 1 h de exposicién, todos los mosquitos se transfirieron suavemente a un

recipiente de recuperacion sin insecticida y se les ofrecié una torunda de algodon

empapada en una solucion de azucar al 10 %. La mortalidad se registro a las 24 h. La cepa
susceptible NO se expuso a 0.08, 0.15, 0.3, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 y 1.5 pg/frasco de
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permetrina. Por otro lado, la cepa MTY resistente a la permetrina fue expuestaa 7, 13, 20,
35, 45, 60, 64, 68, 80 y 120 pg/frasco de permetrina. Los datos de los bioensayos de dosis-
respuesta se analizaron por medio del analisis probit (Finney, 1971) en Polo Plus® version

0.03 para estimar las concentraciones letales.

6.5. Actividad enziméatica

La actividad de OFM y GST se evalué mediante técnicas espectrofotométricas
(Brogdon & Barber, 1990; Brogdon et al., 1997) utilizando el térax de 20-30 mosquitos
de los 17 tratamientos analizados. Cada térax se macerd dentro de un microtubo de 2.0 ml
que contenia 800 pl de Tris-HCI frio (0.1 M, pH 8.2). Los valores de actividad de OFM y
GST se corrigieron por la cantidad total de proteina determinada mediante el

procedimiento de cuantificacion de Bradford (Bradford, 1976).

6.5.1.0xidasas de funcién mixta

Para medir la actividad de OFM, se utilizaron 100 pL de homogeneizado por
triplicado. La reaccion consistid en agregar a cada repeticion 200 uL de TMBZ
(diclorhidrato de 3,3,5,5-tetrametilbencidina) disuelto en metanol y acetato de sodio (0.25
M, pH 5.0) junto con 25 uL de perdxido de hidrégeno (3 %). Después de 10 min de
incubacion a temperatura ambiente, se cuantifica la TMBZ oxidada midiendo a una
longitud de onda de 620 nm. Se incluyeron controles negativos y positivos en las placas
de reaccién. Como control negativo se utiliz6 el tampo6n de maceracion (Tris-HCL, 0,1 M,
pH 8.2), en combinacion con TMBZ y peroxido de hidrégeno. Por otro lado, el control

positivo se obtuvo mezclando 0.02 pg de Citocromo C, TMBZ y per6xido de hidrégeno.

6.5.2. Glutation S transferasa

La reaccion consistio en agregar 100 uL de glutation reducido (2 mM) y 100 pL
de 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB 1 mM) previamente diluidos en acetona y Tris-
HCL (0.1 M pH 8.2). La produccion de GST-CDNB se cuantifico a 340 nm
inmediatamente (TO) y después de 10 min de incubacion (T10) a temperatura ambiente.
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La diferencia entre T10 y TO se utiliz6 como valor de actividad. La actividad de GST

también se determind por triplicado utilizando 100 pl de homogeneizado.

6.5.3. Concentracion de proteinas

Brevemente, se agregaron 20 pl de homogeneizado por triplicado y se agregaron
200 pl de reactivo de Bradford a cada pocillo. La concentracion de proteinas se encontrd

leyendo la absorbancia a una longitud de onda de 620 nm.

6.5.4. Determinacion de actividad de OFM y GST

Todos los valores de actividad se obtuvieron siguiendo a Valle et al. (2006) y
Hemingway (1998). Se utilizaron curvas de calibracion para calcular la concentracion de
proteina total de las muestras y la actividad de OFM. Estas curvas se generaron utilizando
controles estandar. Para la concentracion de proteina se utilizaron soluciones de Albumina
Sérica Bovina (BSA) que oscilaron entre 0.001 y 5.5 pg/ulL. Para OFM, se utilizaron
soluciones de Citocromo C que oscilaron entre 0.002 y 0.8 ug/uL. La concentracion de
proteina y la actividad de OFM se determinaron promediando tres mediciones de
absorbancia y corrigiéndolas por el volumen total de homogeneizacion. Cada valor
promediado se multiplicé por un factor de conversion obtenido del analisis del modelo
lineal de los controles estandar de BSA para la concentracion de proteinas. Para OFM, los
valores promedio se corrigieron por el contenido total de proteina y se multiplicaron por
un factor de conversion obtenido del analisis del modelo lineal de los estdndares de
citocromo C. Para GST, se promediaron los valores de absorbancia, corregidos por el
volumen de homogenizacién, y se incorporaron los pardmetros empleados por
Hemingway (1998), es decir, el valor del coeficiente de extincion del producto de reaccion

y la longitud del camino del espectrofotometro, para determinar la actividad final.
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6.6. Genotipificacion de poblaciones de Ae. aegypti para mutaciones kdr

6.6.1. Extraccion de DNA

La genotipificacion de individuos se realizé para identificar las frecuencias alélicas
de los loci en donde se registran las mutaciones kdr presentes en poblaciones mexicanas
de Ae. aegypti. Para ello se extrajo el DNA de mosquitos hembra Ae. aegypti utilizando
la extraccion por sales modificada a partir de Coen et al. (1982) la cual consta de una fase
de lisis, precipitacion del DNA, lavados y solubilizacion. La lisis celular se llevé a cabo
por medio de la maceracion de mosquitos individuales en microtubos de 1.5 mL con ayuda
de un pistilo y 50 pL de buffer de macerado (NaCl 0.1 M, Sacrosa 0.2 M, Tris-HCI 0.1 M
pH 9.1, EDTA 0.05 M, SDS 5 %). Una vez macerada la mayor parte del mosquito se
adiciono 50 pL de buffer y se centrifugd por 1 min a 13 000 rpm. Al concluir la
centrifugacion se incubd el homogenado a 65 °C durante 30 min seguido de la adicion de
15 pL de acetato de potasio (8 N). La muestra fue incubada en hielo durante 30 min y
centrifugada a 13 000 rpm durante 15 min. La precipitacion del DNA se llevo a cabo por
medio de la separacion del sobrenadante y la adicion de 200 pL de alcohol etilico absoluto
frio en un microtubo nuevo. Este se incubd a -20 °C durante toda la noche, para al dia
siguiente centrifugar a 13 000 rpm durante 5 min. Posterior a la centrifugacion se decanto
el contenido y se agregd 200 L de etanol al 70 % y se centrifug6 por 5 min a 13 000 rpm.
Este paso fue repetido en dos ocasiones para finalizar secando el pellet de DNA y se
resuspendio en 50 yL de agua destilada. La calidad de la extraccion fue evaluada por

medio de espectrofotometria UV visible mediante las relaciones 260/280 y 260/230.

6.6.2. Deteccién de mutaciones kdr

Las mutaciones del gen del canal de sodio dependiente de voltaje relacionadas a
resistencia a insecticidas fueron detectadas en las poblaciones de estudio por medio de
reacciones en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Las mutaciones V410L,
V10161, y F1534C fueron evaluadas utilizando los cebadores descritos en el Tabla 2, para

cada uno de los oligonucleotidos descritos se tienen dos amplicones esperados segun el
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estado susceptible (V410, V1016, y F1534) o la mutacion (L410, 11016, C1534) y el perfil
de temperatura de fusion esperado de su curva de calibracion.

Tabla2.  Cebadores utilizados para identificacion de las mutaciones kdr V10161, VV410L, y F1534C.

Mutacion  Alelo Secuencia Melting (°C)
Vall016 GCGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCA
a
CCCGCACCGG
V101612
11e1016 GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA 78
1016-R TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC
F1534-F GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT 81
GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGT
F1534C*  C1534-F 83
GTTCTTCATCATGTG

1534-R TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT

V410 F ATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCGTG 83
V410L° L410F ATCTTCTTGGGTTCGTTCTACCATT 81
410-R TTCTTCCTCGGCGGCCTCTT

Los cebadores utilizados fueron descritos originalmente por: ®Saavedra-Rodriguez et al., 2007, "Yanola et
al., 2011, y “Saavedra-Rodriguez et al., 2018.

Las reacciones de PCR constaron de 12.5 uL de Master Mix Go Taq (2x), 0.05 pL
de cebador sentido y antisentido para la mutacion V410L (1 puM), 0.15 pL de cebadores
para V10161 (5 uM), y 0.075 pL para F1534C (0.25 uM). Lo anterior se hizo por separado
para cada mutacion agregando 100 ng de DNA genomico y aforando con agua libre de
nucleasas a volumen final de 25 pL para V410L y 15 pL para el resto de las mutaciones.

El protocolo de amplificacion para cada uno de los cebadores se muestra en el Tabla 3.
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Tabla 3. Protocolo de amplificacion de mutaciones kdr.

V1016l F1534C V410L

Temperatura (°C)  Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
49 0

95 4 min 95 3 min 95 3 min

30 ciclos

95 10s 95 10s 95 1 min

60 10s 57 30s 56 20s

72 30s 728 30s 728 20s

Curva de fusion

95 10s 95 10s 95 10s
65 10s+0.3°C 65 10 s +0.3°C 65 10 s +0.3°C
95 10s 95 10s 95 10s

2Deteccion de amplicones generados

6.7. Analisis de competencia vectorial para virus del dengue serotipo 2

6.7.1. Cultivo viral de DENV-2

El virus que fue utilizado para llevar a cabo las infecciones experimentales es una
cepa de referencia de dengue serotipo 2 (DENV-2) identificada como Nueva Guinea C
cultivada en la linea celular C6/36 proveniente de Ae. albopictus. El cultivo celular de
C6/36 fue realizado en medio Leibovitz suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(SFB) y 10 % de triptosa en condiciones de incubacion a 28 °C sin CO». Las células
C6/C36 se sembraron en frascos de cultivo y al alcanzar una confluencia del 80 % se
infectd la monocapa celular con la previa remocion del medio de cultivo a una
multiplicidad de infeccién de 0.1. El virus agregado al cultivo celular fue incubado durante
90 minutos para su absorcion con agitacion intermitente cada 15 min. Una vez concluido

el tiempo de absorcion del inoculo, fue eliminado adicionando buffer de fosfatos PBS (1X,
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pH 7.4) en dos ocasiones para posteriormente afiadir medio Leibovitz suplementado con
SFB y triptosa. El sobrenadante del cultivo celular fue colectado en viales hasta observar
un efecto citopatico y sera almacenado a -70 °C. Lo anterior fue llevado a cabo dentro de
un laboratorio con nivel de bioseguridad nivel dos dentro de las instalaciones del Centro

de Investigacion Sobre Enfermedades Infecciosas (CISELI).

6.7.2. Titulacioén viral

Para obtener los titulos del virus del dengue obtenidos en los viales almacenados
a-70 °C se utilizo el ensayo en placas en células Vero. Las células Vero se sembraron en
placa de 24 pozos con medio minimo esencial de Dulbecco (DMEM) adicionado con 5 %
de SFB y 1 % de L-Glutamina, siguiendo un periodo de incubacién de dos dias a 37 °C y
5 % de saturacion de COz. Al obtenerse una confluencia de 80 al 90 % se inocularon las
células Vero con diluciones seriadas del virus del dengue previamente obtenido desde 10
! hasta 107 diluyendo con medio DMEM sin afiadir ninguin suplemento. Al adicionar el
inoculo y este fuera absorbido durante 90 min, se retir6 inoculo y se afiadié medio DMEM
suplementado con 5 % de SFB y 1.5 % de carboximetilcelulosa. Posteriormente, las placas
fueron incubadas por siete dias sin movimiento a 37 °C y al finalizar este periodo de
incubacion la carboximetilcelulosa se desechd realizando 3 lavados con PBS sin tocar la
monocapa de células. Al concluir, la monocapa de células es fijada por medio de
paraformaldehido al 1 % en PBS 1X por 30 min y fue tefiido con cristal violeta al 1.5 %
por 30 min para realizar el conteo de las placas de lisis. El titulo viral fue calculado a
través de unidades formadores de placa (PFU) por mililitro utilizando la siguiente formula:
PFU/mL= (numero de placas/ inverso de la dilucion) * volumen del inoculo en mL.
Metodologia descrita por Santana ME (2018).

6.7.3. Infecciones orales con DENV-2

Las infecciones virales fueron llevadas a cabo en las hembras de los tratamientos
antes mencionados. Para ello, las hembras se alimentaron con sangre de conejo
desfibrinada mezclada a razon de 1:1 con virus del dengue previamente obtenido y con un

titulo viral no menor de 5x10°® PFU/mL. La ingesta sanguinea se llevd a cabo en
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alimentadores artificiales cubiertos con politetrafluoroetileno por 30 min a 37 °C. Las
hembras alimentadas a replecion fueron separadas en contenedores de grupos de 50
hembras para futuros ensayos y mantenidas en condiciones de insectario previamente

detalladas.

6.7.4. Deteccion de DENV-2 por PCR

La carga viral fue determinada en el intestino medio (como aproximacion a la
infeccion en el mosquito) y la saliva (como aproximacion a la transmisién de DENV-2 en
mosquitos) de mosquitos expuestos 0 no expuestos a permetrina y desafiados con DENV-
2. Solamente el tratamiento de mosquitos de 19 dias de edad fue utilizado para esta
cuantificacion. Como control negativo un subgrupo de 10 mosquitos de la misma edad,
pero no desafiados con DENV-2 fue probado para la presencia de DENV-2. La saliva fue
extraida por medio del método descrito por Heitmann et al. (2018). A partir de los tejidos
y el tratamiento mencionado se extrajo el RNA mediante del kit QIAmpViral RNA
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La extraccion basa su funcionamiento a
partir de la lisis de las células y la consecuente inactivacion de RNAsas, la union no
covalente del RNA a una membrana de silica, una serie de lavados para eliminar
contaminantes del aislamiento del &cido nucleico y una elusién en una solucién
amortiguadora. Posterior a la extraccion de RNA se sintetiz6 la cadena complementaria
de DNA (cDNA) utilizando el kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis e
iniciadores especificos para DENV-2. Esta técnica tiene su fundamento en la transcripcion
reversa de DNA a partir de un molde de RNA por medio de la transcriptasa reversa M-
MuLV la cual carece de actividad de RNAsa H y evita la degradacion del RNA una vez
sintetizada la primera cadena de cDNA. EI cDNA obtenido se utiliz6 para la deteccion de
DENV-2 en los tejidos analizados por medio de PCR. Las reacciones de PCR se realizaron
utilizando los cebadores sentido mFU1 (5°-
TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAA-3’) 'y antisentido CFD2 (5°-
GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC-3") descritos por Kuno et al. (1998),
disefiados para amplificar una region de 266 pb de la proteina no estructural NS5. El
protocolo de amplificacién utilizado consta de una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94
°C, seguido de 30 ciclos a 94, 60 y 72 °C por 30 s para las fases de desnaturalizacion,
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alineacion y extension, respectivamente, para concluir con un ciclo de extension final a
72 °C por 7 min.

6.7.5. Curva estandar para cuantificacion de carga viral

Para realizar la cuantificacion de la carga viral por medio de PCR cuantitativa en
cada uno de los tejidos analizados fue necesario generar una curva estandar a partir de un
control de DNA proveniente del DENV-2. Para ello, se amplifico un fragmento de 152 pb
utilizando los primers sentido 5- CAATATGCTGAAACGCGAGAGAA-3 vy
antisentido 5"-CCCCATCTA TTCAGAATCCCTGC-3 (Santana 2018). Una vez
obtenidos los productos de PCR se purificaron por medio del kit Min Elute PCR para la
eliminacién de sobrantes de la reaccion como dNTP, polimerasa, iones, entre otros. El
DNA obtenido de las reacciones fue evaluado por medio de espectrofotometria UV-visible

para determinar su pureza y concentracion.

6.7.6. Determinacion de carga viral

Para determinar la carga viral en los tejidos analizados se utiliz6 la PCR
cuantitativa (QPCR) empleando SYBR green como molécula reportera. Las reacciones de
gPCR se elaboraron con los cebadores descritos por Kuno (1993) siguiendo el mismo
protocolo utilizando el termociclador Step One Plus®. La determinacién de la carga viral
en los tejidos analizados se obtuvo por comparacion con la curva estandar realizada por
triplicado y diluciones a razon 1:5 del estandar generado por la clonacién del fragmento
de DENV-2.

6.8. Analisis de resultados

Dado que los datos obtenidos no siguen una distribucion normal y, ademas, se
detect6 desigualdad de varianzas por medio de la prueba de Levene, se realizaron pruebas
estadisticas no paramétricas.

Para evaluar la diferencia en las actividades basales medias de OFM y GST entre

las cepas de NO y MTY se realiz6 una prueba de Mann-Whitney. Para comparar la

40



actividad enzimatica de los cuatro grupos de edades y tipos de alimentacion se realizé una
prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de suma de rangos de Wilcoxon con
correccion de Holm (1979) para determinar diferencias estadisticas entre los niveles de
cada factor. En comparaciones con solo dos niveles se realizd una prueba de Mann-
Whitney para comparar la actividad de las enzimas relacionadas con la exposicion a la
permetrina y el desafio viral.

La interaccion entre la edad, el desafio viral y la exposicién a insecticidas
relacionados con la actividad de OFM y GST se evalué comparando las medias marginales
estimadas obtenidas de modelos GLM. Los modelos GLM se construyeron utilizando la
actividad enzimatica (ya sea OFM o GST) como variable respuesta y la edad, el tipo de
alimentacion sanguinea, y la exposicion a insecticidas como predictores. Se utilizé un
ANOVA de tipo 111 utilizando la estimacion del indice de verosimilitud X? para probar la
significancia estadistica de cada factor e interaccion. Para confirmar las diferencias en los
distintos niveles de cada factor de dos 0 méas elementos (p. €j., actividad de OFM entre
mosquitos de seis dias de edad, no expuestos, alimentados con sangre versus mosquitos
de seis dias de edad, expuestos a permetrina, alimentados con sangre) se calcularon las
medias marginales estimadas y se realizaron comparaciones multiples de medias con
correccion de Tukey.

Finalmente, se construy6 un modelo GLM para cada cepa utilizando la carga viral
de DENV-2 como variable respuesta en combinacion con el estado de exposicion a
insecticidas, las actividades enzimaticas y el tejido donde se midi6 la carga viral como
predictores. Utilizamos el Criterio de Informacion de Akaike corregido (AICc) para
identificar el modelo con el mejor ajuste. En el modelo final se incluyeron solo los
predictores que arrojaron el AICc méas bajo. Se calcularon las medias marginales
estimadas para probar las diferencias en los niveles de los factores y se realizaron
comparaciones multiples de medias con la correccion de Tukey.

El factor de inflacion de la varianza (VIF) se calculd para todos los analisis GLM,;
cualquier término se elimino de la féormula cuando el valor VIF era superior a 5. El nivel
de significancia se establecio en o= 0.05 para todas las pruebas. Todos los procedimientos

estadisticos se realizaron en R (ver. 4.2.2).
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion de la cepa MTY

La RRCLso estimada de la cepa MTY fue de 71 mg/botella (Tabla 4). Segun el
criterio de Mazzarri y Georghiou (1995), esta poblacidn es resistente a permetrina. Del
mismo modo, siguiendo el criterio de Montella et al., (2007) la actividad basal de OFM
resultd alterada (el 100 % supero el percentil 99 de la cepa NO), y la actividad GST se
clasific6 como alterada (el 87.5 % supero el percentil 99 de la cepa NO). Asimismo, se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa para la actividad media de OFM
entre NO (UNO = 111.5689 nmol cyt/mg ptn) y MTY (UMTY = 241.2337 nmol cyt/mg
ptn) (Mann-Whitney U = 550, P<0.001) y GST (UNO = 0.0455 nmol/mg ptn/min, uMTY
= 0.0837 nmol/mg ptn/min, Mann-Whitney U = 576, P<0.001).

Los alelos mutantes kdr L410, 11016 y C1534 estan presentes en la poblacién de
campo (MTY) con las siguientes frecuencias 0.6, 0.7 y 0.9, respectivamente. Estos
resultados indican que la cepa MTY posee una resistencia fenotipica a la permetrina, y las
actividades enzimaticas de OFM y GST se encuentran alteradas basalmente en esta cepa

difiriendo estadisticamente de la cepa NO.

Tabla 4. CLaso (pg/botella) estimada y RRsg para las cepas MTY y NO de Ae. aegypti.

Pendientex

Cepa Pendiente Es X2 DF P CL3o (I1Co5%) RRso
MTY 4.75 4.11-5.38 15 9 0.0946 41 (6.59-1351) 71
NO 6.36 5.17-7.55 20 8 0.0091 0.6266 (0.33-0.80) 1

7.2. Andlisis univariante del efecto de la edad, alimentacidn, exposicion a permetrina,

y desafio viral sobre la actividad de OFM

Se comparo el efecto individual de la edad, el tipo de alimentacion, la exposicion
ainsecticidas y el desafio viral sobre la actividad de OFM y GST en cada una de las cepas
de manera separada y entre ellas. Para los efectos individuales de las covariables en la

actividad de OFM, nuestros resultados mostraron diferencia estadisticamente significativa
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entre las edades de los grupos (Kruskal-Wallis Chi-cuadrado = 176.8, P<0.001), el tipo de
alimento (Kruskal-Wallis Chi-cuadrado = 39.718, P<0.001) y el desafio viral (U = 22741,
P <0.01), pero no para la exposicion a insecticidas (U = 21716, P = 0.4282) en la cepa
NO. En la Tabla 5 se muestra la comparacion individual de los niveles de las covariables.

Los mosquitos de seis dias de edad presentaron valores de actividad mas elevados,
seguidos de los mosquitos de 12 dias. EI grupo de 19 dias poseia valores de actividad
similares a los del grupo de 1 dia. Los individuos alimentados con sangre mostraron los
valores més altos de actividad OFM, seguidos de los mosquitos con sangre que contenia
virus, los alimentados con azlcar y los mosquitos sin alimentar. Por el contrario, los
mosquitos que no fueron desafiados con DENV-2 tuvieron valores de actividad més altos

que los que fueron desafiados.

Tabla 5. Comparacién de la actividad de OFM por edad, alimentacion, exposicién a insecticidas, y

desafio viral en la cepa NO de Ae. aegypti.

Edad
1 6 12
6 202.79**
12 32.37* -170.42**
19 17.64 -185.15** -14.73
Alimentacion
Sin Alimentacion Sacarosa Sangre
Sacarosa 54.09**
Sangre 171.36** 117.26*
Sangre+DENV-2 59.08** 4.99* -112.27*
Insecticida
Expuestos
Sin exposicion 20.56
Desafio viral
Desafiados
Sin desafio 45,94**

Los numeros indican diferencias en los valores medios de actividad entre los diferentes niveles de las

variables analizadas. *p<0.05 and **p<0.001




En la cepa MTY, los grupos de edad (Kruskal-Wallis Chi-cuadrado = 95.91, P <
0.001), tipos de alimentacién (Kruskal-Wallis Chi-cuadrado = 93.962, P < 0.001), estatus
de exposicion a insecticidas (W = 10027, P < 0.001), y el desafio viral (W = 7162, P <
0.001) mostraron diferencias estadisticamente significativas en la actividad de OFM. La
variacion de la actividad de OFM segun los diversos grupos en cada uno de los
tratamientos (edad, alimentacion, exposicion a insecticidas, y desafio viral) se muestran
en la Tabla 6.

En esta cepa resistente a la permetrina, la actividad de OFM fue mayor en el grupo
de mosquitos de 6 y 19 dias de edad en comparacion con los de 1y 12 dias de edad. Los
grupos alimentados con sangre presentaron valores mas altos de actividad de OFM que
los individuos sin alimentacion o alimentados con azlcar. Por ultimo, los mosquitos
expuestos a permetrina y desafiados con DENV-2 presentaron valores de actividad méas
elevados.
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Tabla 6. Comparacién de la actividad de OFM entre grupos de edad, tipos de alimentacion, exposicion

a insecticidas, y desafio viral en la cepa MTY de Ae. aegypti.

Edad
1 6 12
6 437.3086**
12 229.907** -207.4016**
19 353.8536** -83.4549 123.9466**
Alimentacion
Sin alimentacion Sacarosa Sangre
Sacarosa 249.7285**
Sangre 391.2359** 141.5074*
Sangre+DENV-2 394.0154** 144.2869** 2.7794*
Insecticida
Expuestos
Sin exposicion -126.9559**
Desafio viral
Desafiados
Sin desafio -102.118**

Los numeros indican diferencias en los valores medios de actividad entre los diferentes niveles de las

variables analizadas. *p<0.05 and **p<0.001

Nuestros resultados muestran diferencia significativa (p<0.0001) para todos los

niveles de cada factor entre las cepas NO y MTY. En resumen, la cepa MTY posee una

mayor actividad de OFM (Figura 8).
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Figura 8. Comparacién de la actividad de OFM entre las cepas NO y MTY de Ae. aegypti en relacion
con la edad (A), alimento (B), exposicion a insecticidas (C), y desafio viral (D). La barra
indica los valores medios de actividad con desviacidn estandar. * indica una diferencia

significativa a a = 0.05.

Con la finalidad de obtener los efectos de interaccion entre los distintos
tratamientos sobre la actividad de OFM, se construyé un modelo GLM utilizando la
actividad de OFM como variable de respuesta. La edad, el tipo de alimentacion sanguinea
(sangre o sangre con DENV-2), la cepa, y la exposicion a insecticidas fueron utilizados
como predictores. EIl ANOVA de tipo Il (Tabla 7) mostré que el tipo de alimentacion con

sangre, la exposicion a insecticidas y la edad estan estadisticamente asociados con la
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actividad enzimatica de la OFM (p<0.001), pero no la cepa (p>0.05). La cepa se asocia de

manera estadistica cuando se contemplan interacciones de tres vias.

Tabla7.  ANOVA tipo Il para los tratamientos e interacciones para la actividad de OFM.

Factor LR X2 df  ValorP
Tipo de alimentacion sanguinea 12.3748071 1 0.0004
Insecticida 32.4398319 1 <0.0001
Cepa 0.11142022 1 0.7390
Edad 94.4669952 2 <0.0001
Tipo de alimentacion sanguinea: Insecticida 35.740169 1 <0.0001
Tipo de alimentacion sanguinea: Cepa 104.869749 1 <0.0001
Insecticida: Cepa 57.7539932 1 <0.0001
Tipo de alimentacion sanguinea: Edad 7.22881455 2 0.0269
Cepa: Edad 326.947476 2 <0.0001
Tipo de alimentacion sanguinea: Insecticida: Cepa 46.8885464 1 <0.0001
Tipo de alimentacion sanguinea: Cepa: Edad 79.1289886 2 <0.0001

La Figura 9 muestra las medias marginales estimadas de la actividad OFM seguln

la edad, el tipo de alimentacion sanguinea y la exposicién a insecticidas. La Tabla 8

muestra un resumen donde se contrastan los tratamientos de mayor relevancia. Los

resultados muestran un patrén en ambas cepas en el que la actividad de OFM disminuye

con la edad. Ademas, la interaccion entre la exposicion al insecticida y la alimentacion

con sangre indica que la actividad de OFM es mayor en los individuos no expuestos que

en los mosquitos pre-expuestos a permetrina de la cepa MTY. Sin embargo, esto no es

estadisticamente significativo.
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Figura9.  Valores estimados de actividad de OFM en funcién de la edad, el tipo de alimentacion

sanguinea, la exposicion al insecticida y la cepa obtenidos del GLM.

En resumen, el andlisis univariante muestra que el pico maximo de actividad OFM
se produce a la edad de 6 dias para ambas cepas. Por otra parte, la actividad OFM
relacionada con la fuente de alimento, el desafio viral y la exposicion a insecticidas difiere
entre cepas. La exposicion de los mosquitos Ae. aegypti NO al DENV-2 o a la permetrina
no aumenta la actividad OFM. EI valor maximo de actividad OFM para la cepa NO,
relacionado con la fuente de alimento se encontré en los mosquitos alimentados con
sangre y relacionado con el desafio viral. En cuanto a la exposicién a insecticidas, la
actividad OFM no difirid estadisticamente entre los grupos. En cambio, en la cepa MTY,
los valores méximos de actividad se encontraron en la sangre que contenia DENV-2, en
los mosquitos desafiados y en los individuos expuestos. EI modelo multivariante muestra
que, efectivamente, la actividad disminuye con la edad, y que existe una interaccién entre

la exposicion al insecticida y el tipo de alimentacion de la sangre.
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Tabla 8. Comparaciones multiples de medias marginales estimadas de la actividad de OFM entre

diferentes cepas de Ae. aegypti, estado de exposicion a insecticidas y tipo de alimentacién

sanguinea.
Edad Grupo 1 Grupo 2 Media SE Valor P
Sangre no expuestos MTY Virus expuestos-Sangre MTY 0.000180909 0.000179381 1
Sangre no expuestos MTY Virus expuestos-Sangre NO -0.001909349 0.000255109 <0,0001
° Sangre expuestos MTY Virus no expuestos-Sangre MTY -0.000149681 0.000116407 1
Sangre expuestos MTY Virus no expuestos-Sangre NO -0.003406174 0.000301809 <0,0001
Sangre no expuestos MTY Virus expuestos-Sangre MTY 0.000785756 0.000244364 0.181
Sangre no expuestos MTY Virus expuestos-Sangre NO -0.007722547 0.000582729 <0,0001
. Sangre expuestos MTY Virus no expuestos-Sangre MTY 0.000455167 0.000209603 0.882
Sangre expuestos MTY Virus no expuestos-Sangre NO -0.009219372 0.000582777 <0,0001
Sangre no expuestos MTY Virus expuestos-Sangre MTY 0.00040106 0.000198543 0.94
Sangre no expuestos MTY Virus expuestos-Sangre NO -0.007012951 0.000528417 <0,0001
a Sangre expuestos MTY Virus expuestos-Sangre MTY -0.000292091 0.000193003 0.998
Sangre expuestos MTY Virus no expuestos-Sangre NO -0.008509775 0.000547232 <0,0001

7.3. Andlisis univariante del efecto de la edad, alimentacidn, exposicion a permetrina,

y desafio viral sobre la actividad de GST

Similar a la actividad de OFM en la cepa NO, nuestros resultados indican
diferencia estadistica entre la actividad de GST entre las categorias de edad (Kruskal-
Wallis Chi-cuadrado = 101.14, P <0.0001), tipo de alimentacion (Kruskal-Wallis Chi-
cuadrado = 76.451, P <0.0001), desafio viral con DENV-2 (U = 17093, P <0.01), y
exposicion a permetrina (U = 30240, P <0.01). La Tabla 9 muestra la comparacion para

cada nivel en los tratamientos analizados.

La actividad de GST en mosquitos de 12 d de edad fue mayor que en otras edades.
Inesperadamente, el grupo que no fue alimentado mostré una mayor actividad de GST.
En cuanto a la alimentacion sanguinea, el grupo alimentado con sangre adicionada con
DENV-2 se asocié con una mayor actividad enzimatica. Por ultimo, los mosquitos no
expuestos y desafiados presentaron actividades mas elevadas que sus homdélogos

expuestos y no desafiados.
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Tabla 9. Comparacién de la actividad de GST entre categorias de edad, tipos de alimento, exposicion

a insecticidas, y desafio viral en la cepa NO de Ae. aegypti.

Edad
1 6 12
6 -0.0132**
12 0.0008* 0.014**
19 -0.0046 0.0086** -0.0054**
Alimentacion
Sin alimentacion Sacarosa Sangre
Sacarosa -0.0046
Sangre -0.014** -0.0094**
Sangre+DENV-2 -0.0019 0.0027 0.0121**
Insecticida
Expuestos
Sin exposicion 0.004*
Desafio Viral
Desafiados
Sin desafio -0.0067**

Para la cepa MTY, la actividad de GST muestra diferencia estadistica para las
categorias de edad y el tipo de alimento (Kruskal-Wallis Chi-cuadrado = 34.047,
P<0.0001 y Kruskal-Wallis Chi-cuadrado = 65.07, P<0.0001, respectivamente). También
hay una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos con y sin desafio
(U = 7830, P<0.0001), pero ninguna para los tratamientos expuestos 0 no expuestos a la

permetrina (U = 12669, P = 0.175). La comparacion individual de los niveles dentro de
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cada tratamiento (Tabla 10) muestra que GST tuvo mayor actividad en los mosquitos de

1 dia de edad, seguidos de los individuos de 12, 19 y 6 dias de edad. En cuanto al tipo de

alimento, la sangre adicionada con DENV-2 tuvieron mayor actividad de GST que los

tratamientos alimentados con sangre sin DENV-2 o azucar. Por ultimo, no hay diferencia

estadistica en la actividad de GST entre los mosquitos expuestos 0 no expuestos a

permetrina. Ademas, los mosquitos desafiados con DENV-2 presentaron valores de

actividad mas elevados que los individuos no desafiados.

Tabla 10. Comparacién de la actividad de GST entre categorias de edad, tipos de alimento, exposicion

a insecticidas, y desafio viral en la cepa MTY de Ae. aegypti.

Edad
1 6 12
6 -0.0635**
12 -0.0308* 0.0327
19 -0.0553** 0.0082 -0.0245*
Alimentacion
Sin alimentacion Sacarosa Sangre
Sacarosa -0.0876**
Sangre -0.0825** 0.0051
Sangre+DENV-2 0.0105 0.0981** 0.093**
Insecticida
Expuestos
Sin exposicion -0.0367
Desafio Viral
Desafiados
Sin desafio -0.0862**

La actividad de GST también difiri6 estadisticamente (p<0.0001) para los

tratamientos entra ambas cepas de Ae. aegypti. Similar a la actividad de OFM, la actividad

de GST fue mayor en la cepa MTY (Figura 10).
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Figura 10. Comparacién de la actividad de GST entre las cepas NO 'y MTY en relacion con la edad (A),
el tipo de alimento (B), la exposicion a permetrina (C), y el desafio viral (D). La barra indica
los valores medios de actividad mas desviacion estandar. * indica una diferencia significativa
ao=0.05.

El modelo GLM construido para la actividad GST como variable respuesta incluyd
los mismos predictores categoricos y sus interacciones: edad, tipo de alimentacion
sanguinea, cepa y exposicion a insecticidas. La relevancia estadistica de cada factor y su
interaccidn se analizd6 mediante un ANOVA de tipo Ill. El andlisis univariante muestra

que la cepa y edad alteran de manera estadisticamente significativa la actividad de GST.
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Ademas, estos analisis muestran un efecto de interaccion entre el tipo de alimentacion
sanguineay la exposicion a permetrina (Tabla 11). La interaccion de tres vias entre el tipo

de alimentacion sanguinea, la cepay la edad no fue estadisticamente significativa.

La figura 11 muestra las medias marginales estimadas de la actividad GST basadas
en el modelo GLM; el anélisis de las medias marginales estimadas para este modelo indica
una actividad de GST homogénea para la cepa NO. No se encontraron diferencias
significativas a través de las comparaciones de las medias marginales estimadas. Por otra
parte, la poblacion resistente a la permetrina mostré que los individuos alimentados con
sangre que contenia DENV-2 y expuestos a la permetrina tenian valores mas altos de
actividad GST (Tabla 12, Anexo 1).

Tabla1l.  ANOVAtipo Il para los tratamientos e interacciones para la actividad de GST.

Factor LR X2 Df Valor P
Tipo de alimentacion sanguinea 0.23240514 1 0.6300
Insecticida 0.21764119 1 0.6410
Cepa 432.665342 1 <0.0001
Edad 7.44710619 2 0.0241
Tipo de alimentacion sanguinea: Insecticida 50.7310228 1 <0.0001
Tipo de alimentacion de sangre: Cepa 8.35452711 1 <0.05
Insecticida: Cepa 0.02510824 1 0.8740
Tipo de alimentacion sanguinea: Edad 8.10923481 2 0.0173
Cepa: Edad 69.7432304 2 <0.0001
Tipo de alimentacién sanguinea: Insecticida: Cepa 4.88451445 1 0.0271
Tipo de alimentacion sanguinea: Cepa: Edad 1.0797814 2 0.5830
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Figura 11. Medias marginales estimadas de la actividad de GST en funcion de la edad, el tipo de

alimentacidn sanguinea, la exposicion a permetrina y cepa.

En resumen, los resultados del analisis univariante de la actividad de GST sefialan
un patrén anico en la cepa NO. En primer lugar, el pico de actividad se alcanza en
mosquitos de 12 dias. Los mosquitos no alimentados y no expuestos a permetrina
mostraron una actividad enzimatica superior a la de cualquier otra fuente de alimento o a
la de los individuos expuestos, respectivamente. Sin embargo, el desafio viral se asocid

con una mayor actividad GST.

Por el contrario, la cepa resistente a permetrina mostré una mayor actividad de
GST en mosquitos de 1 dia de edad. La ingestion de sangre con virus se asocio con
mayores niveles de actividad de GST al igual que los mosquitos desafiados. En esta cepa,
la exposicion a permetrina no alter6 la actividad enzimatica. Los resultados del analisis
multivariante indican que la actividad de GST en la cepa NO es homogénea a través de
los distintos tratamientos. No obstante, en la cepa MTY, los mosquitos expuestos y los
alimentados con sangre adicionada con DENV-2 presentaron una mayor actividad GST.
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7.4. Carga viral de DENV-2 en cepas de Ae. aegypti y su asociacion a la actividad

enzimatica y exposicion a permetrina

Para ambas cepas, se determin0 la carga viral de DENV-2 en el intestino medio y
saliva de los mosquitos desafiados a los 14 dpi. Posteriormente, se comparo la carga viral
de DENV-2 segun diferentes niveles de actividad de OFM, exposicién a permetrina, y
entre cepas. En la Figura 12 se muestra el diagrama de caja destacando las cargas virales
de DENV-2 cuantificadas en el intestino medio y la saliva de mosquitos expuestos 0 no
expuestos a permetrina. Los valores medios de las cargas virales de DENV-2 se

encuentran en la Tabla 13.

Para la cepa NO, el anélisis univariante no paramétrico (prueba de Wilcoxon)
muestra que no existe diferencia estadistica entre la carga viral en el intestino medio de
los individuos expuestos y no expuestos (W =102, P =0.9475) ni en la carga de DENV-
2 medida en la saliva (W = 92, P = 0.6135). Este patrén fue encontrado en la cepa MTY
tanto en intestino medio (W = 48.5, P = 0.2043) o en saliva (W =51.5, P = 0.118).

Al comparar entre cepas (Figura 12), nuestros resultados indican diferencia
estadistica entre la carga viral del DENV-2 medida en el intestino medio de mosquitos
NO y MTY no expuestos (W = 22, P < 0.05). Lo mismo ocurre con la carga viral en el
intestino medio de los mosquitos expuestos (W = 15, P< 0.05). Sin embargo, no se
encontraron diferencias en la carga viral cuantificada en la saliva de los mosquitos NO y
MTY no expuestos (W =44, P = 0.061) o expuestos (W = 48.5, P = 0.84).

NO MTY
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Insecticida
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Figura 12. Carga viral de DENV-2 en intestino medio y saliva de Ae. aegypti expuestos y no expuestos

a permetrina. * y 1 indican una diferencia estadistica entre estas medias.
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Tabla 12. Cargas virales de DENV-2 en intestino y saliva de individuos expuestos y no expuestos a

permetrina.

Cepa Insecticida Tejido Carga viral (media)

Expuestos Intestino medio 9.80E+08

MTY Expuestos Saliva 1.40E+09

No expuesto Intestino medio 3.80E+10

No expuesto Saliva 2.40E+10

Expuestos Intestino medio 3.90E+07

. 6OE+

NO Expuestos Saliva 1.60E+11

No expuesto Intestino medio 3.80E+09

No expuesto Saliva 9.80E+09

Se utiliz6 un enfoque GLM para probar la contribuciéon de los factores y su
interaccidn en la carga viral medida en el intestino medio y la saliva de la cepa NO. El
modelo completo incluia como predictores el tejido (intestino medio y saliva), la
exposicion a insecticidas (pre-expuesta 0 no expuesta), las actividades de OFM y GST, y
la interaccion entre el tejido y el estado de exposicidn a insecticidas. No se consideraron
otras interacciones ya que ello aumentaba el VIF de los predictores (>5). EI modelo con
mejor ajuste incluyd el tejido, la exposicion al insecticida y la actividad de OFM
resultando en los valores AICc mas bajos (Tabla 14). La Figura 13 muestra el patrén de
las cargas virales de DENV-2 cuando la actividad de OFM se mantiene constante en tres
niveles diferentes en la cepa NO. Cuando se analiza la carga viral en cada nivel de
actividad de OFM por separado, la Unica diferencia estadisticamente significativa se
produce al comparar la carga viral medida en el intestino medio de los mosquitos no
expuestos frente a la carga de DENV-2 en la saliva de los mosquitos expuestos (Figura
14). Ademas, una tendencia indica que las cargas virales disminuyen a medida que
aumenta la actividad de OFM en el intestino medio y la saliva a pesar del estado de
exposicion a insecticidas, lo cual es estadisticamente significativo (p<0.05) (Tabla 14).
Por ultimo, nuestro modelo muestra una tendencia a que los individuos expuestos
muestren mayores cargas virales que los no expuestos en ambos tejidos, aunque este

patrén no es estadisticamente significativo.
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Tabla13.  Valores de AlCc de los modelos GLM ajustados para la carga viral de DENV-2 en la cepa

NO.

Modelo K AlCc Delta AlCc AlCc weight  log-Likelihood
Tejido + Insecticida + OFM 5 360.6169 0.0000 0.65734779 -174.7315343
Tejido + Insecticida + OFM +
GST 6 363.1076 2.4907 0.189214157 -174.7302617
Tejido + Insecticida + OFM +
GST + Tejido* Insecticida 7 365.5749 4.9580 0.055103715 -174.6674535
Tejido 3  365.5993 49823 0.054436842 -179.5774072
Nulo 2 367.0446 6.4277 0.026426198 -181.4132238
Tejido + Insecticida 4 367.8722 7.2553 0.017471298 -179.5587527

MFO = 78,67 MFO = 99.56 MFO = 120,44
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Figura 13. Carga viral de DENV-2 estimadas en la cepa NO en funcion del tejido, estado de exposicién

a permetrina y la actividad de OFM.
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Figura 14. Comparaciéon multiple de medias marginales estimadas de la carga viral de DENV-2 en la

cepa NO. La linea discontinua indica el limite donde a = 0.05.
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Para la cepa MTY, el modelo GLM incluy6 como predictores el tejido (intestino
medio y saliva), la exposicion al insecticida (pre-expuesta o no expuesta), la actividad de
OFM y GST, la interaccion entre el tejido y el estado de exposicién al insecticida. Se
selecciond el modelo con el mejor ajuste mediante la métrica AICc. EI modelo con el
AICc mas bajo incluyo el tejido, la exposicion a permetrina y la actividad de OFM como
predictores (Tabla 15). Nuestros resultados destacan dos patrones en las medias
marginales estimadas (Figura 10); en primer lugar, la carga viral en el intestino medio es
ligeramente superior a la de la saliva y, en segundo lugar, los individuos no expuestos
muestran una media superior a la de los individuos expuestos. Sin embargo, ninguno de
estos dos patrones es estadisticamente significativo. Lo mismo ocurre al comparar la
media marginal estimada de la carga viral del DENV-2 en el intestino medio o la saliva
de mosquitos no expuestos y expuestos en cada nivel de actividad de la GST para la cepa
MTY. Es importante mencionar que la actividad GST no estaba relacionada con la carga
de DENV-2 en la cepa NO o MTY.

Tabla14.  Valores AlCc de los modelos GLM para la carga viral de DENV-2 en la cepa MTY.

Modelo K AICC Delta AICc  AICc weight log-
Likelihood

Tejido + Insecticida+ OFM 5 204.083517 0 0.34204592  -95.97032986
Tejido + Insecticida 4 204.850608 0.7670915 0.23308408 -97.73564901
Nulo 2 205.093746 1.01022917 0.20640296 -100.3533246
Tejido + Insecticida + OFM + GST 6 206.593162 2.50964536 0.09752632 -95.74102556
Tejido 3 206.653906 2.57038909 0.09460879 -99.92695298
Tejido + Insecticida + OFM + GST

+ Tejido * Insecticida 7 209.211842  5.12832557  0.02633193  -95.45207507
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Figura 15. Carga viral de DENV-2 estimadas en la cepa MTY en funcién del tejido, el estado de
exposicién a permetrina y la actividad de OFM.
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Figura 16. Comparacién multiple de medias marginales estimadas de la carga viral de DENV-2 en la

cepa MTY. La linea discontinua indica el limite donde o = 0.05.

Nuestros resultados no mostraron diferencias en la carga de DENV-2 entre
mosquitos expuestos 0 no expuestos dentro de cada cepa. Sin embargo, existe una mayor
carga de DENV-2 en el intestino medio de los mosquitos expuestos 0 no expuestos de la
cepa MTY en comparacién con la cepa NO. El GLM reveld que el GST no explica una
mayor cantidad de variacion relacionada con el nimero de copias del DENV-2 medido en
los tejidos. En este modelo multivariante, la actividad OFM se relacioné con un efecto
protector en la cepa NO; con una mayor actividad OFM, se mide un menor nimero de
copias del DENV-2. En la cepa MTY, no se observo ningun efecto protector. En la cepa
MTY, ninguna de las comparaciones resultd estadisticamente significativa. Sin embargo,
los individuos no expuestos parecen presentar valores de DENV-2 mas elevados. Por
ultimo, una carga de DENV-2 ligeramente superior se asocia a niveles de actividad OFM

mas elevados.
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8. DISCUSION

Caracterizacion de la Cepa MTY

Para determinar el efecto de la resistencia a la permetrina en la competencia
vectorial de Ae. aegypti para el DENV-2, evaluamos la resistencia a este insecticida en
una poblacion recolectada en Monterrey, Nuevo Ledn, México. Nuestros hallazgos
confirman que dicha poblacion es resistente al piretroide seleccionado, con una RRso de
71. Los analisis revelaron la presencia de mecanismos de resistencia tanto metabolicos
como moleculares. Se detect6 una actividad elevada de OFM y GST, asi como la presencia
de los alelos mutantes L410, 11016 y C1534.

Dado que el principal objetivo de esta investigacion fue evaluar la contribucion de
la resistencia metabdlica en la competencia vectorial, es crucial interpretar los resultados
considerando que otros mecanismos de resistencia estan presentes en la cepa seleccionada.
Hasta la fecha, no se ha identificado a la resistencia metabdlica como el Unico factor
responsable del fenotipo resistente en Ae. aegypti o cualquier otro insecto vector (Liu et
al. 2015; Moyes et al. 2017; Bharati et al. 2021). Ademas, la resistencia identificada en
esta cepa ya habia sido reportada anteriormente. Existen estudios previos que documentan
la presencia de resistencia metabélica en poblaciones mexicanas de Ae. aegypti en los
estados de Quintana Roo y Baja California (Flores et al. 2005; Flores et al. 2006). Por lo
tanto, es esencial analizar los resultados en el contexto de que el fenotipo resistente puede

haber estado presente en generaciones anteriores.

Efecto univariante de la edad, alimentacion, exposicion a permetrina y desafio viral

sobre la actividad enzimatica

Edad
Nuestro estudio se centrd en explorar como la resistencia metabolica, mediada por
la sobre-activacion de enzimas degradativas, influye en la competencia vectorial. Sin
embargo, la actividad enzimatica también es afectada por factores intrinsecos a los
insectos, como la edad y la alimentacion (Chapman 2013), asi como por factores externos,
incluyendo el desafio viral y la exposicion a xenobiéticos como los insecticidas. Esto ha
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sido demostrado en diversas enzimas, incluidas las OFM y GST (Enayati et al. 2005; Zhu
et al. 2020).

En insectos, las OFM son cruciales para la desintoxicacion de insecticidas antes
de que alcancen sus sitios diana (Bosch et al., 2015; Collins & Hooper, 1984; Rodriguez
etal., 2011). Son una subclase de enzimas del CyP450, una superfamilia de proteinas que
contienen hemo y son responsables de oxidar una variedad de sustancias orgéanicas,
localizadas principalmente en el reticulo endoplasmico del intestino medio, el cuerpo
graso y otros tejidos implicados en la desintoxicacion (Feyereisen 1999; Scott 1999). Las
GST en insectos son esenciales para los procesos de desintoxicacion al catalizar la
conjugacion de glutation reducido (GSH) a diversos compuestos enddgenos y exdgenos,
presentes principalmente en el citoplasma de células del intestino medio y el cuerpo graso.

Observamos variaciones en los patrones de actividad de OFM y GST segun la cepa
y las covariables estudiadas. Para la cepa NO, la actividad de OFM vario
significativamente con la edad, el tipo de alimentacion y el desafio viral, pero no con la
exposicion a insecticidas. Los mosquitos de seis dias mostraron la mayor actividad, asi
como aquellos alimentados con sangre. En contraste, los mosquitos no desafiados con
DENV-2 exhibieron una actividad OFM mas alta que los desafiados. En la cepa MTY, se
observaron diferencias significativas en la actividad de OFM en relacion con la edad, tipo
de alimentacion, exposicion a insecticidas y desafio viral. Los mosquitos de 6 y 19 dias
alimentados con sangre mostraron la mayor actividad de OFM, especialmente aquellos
expuestos a permetrina y desafiados con DENV-2.

En cuanto a la GST, el estudio revel6 diferencias estadisticamente significativas
en relacion con diversas variables. En la cepa NO, se detectaron diferencias segun la edad
de los mosquitos, el tipo de alimentacién, el desafio viral con DENV-2 y la exposicion a
la permetrina, con una mayor actividad de GST en mosquitos de 12 dias de edad y en el
grupo no alimentado. Ademas, el grupo alimentado con sangre adicionada con DENV-2
mostrd una actividad enzimatica mas alta. Por otro lado, en la cepa MTY, las diferencias
se relacionaron principalmente con la edad y el tipo de alimento, siendo mas pronunciada
la actividad de GST en mosquitos de 1 dia de edad y aquellos alimentados con sangre
adicionada con DENV-2. En términos generales, la actividad de GST fue mayor en la cepa
MTY en comparacion con la cepa NO.
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En términos de la influencia de la edad sobre el patrdn de actividad enzimatica,
nuestros hallazgos estan mayormente alineados con lo reportado en la literatura. Davidson
et al. (1954) investigaron las tasas de desintoxicacion de DDT en moscas domésticas de
diferentes edades, encontrando que las mas jovenes presentaban tasas de desintoxicacion
mas altas que las mas viejas. Aunque este estudio no especificd una enzima particular,
ayudd a identificar una tendencia general. De manera similar, Hemingway y Ranson
(2000) sugieren que la actividad enzimatica varia con la edad, con individuos mas jovenes
mostrando tasas metabdlicas mas elevadas, lo que les permite degradar contaminantes mas
eficientemente. Hemingway et al. (1992), Scharf et al. (2000), y Dabiré et al. (2010)
encontraron un efecto similar de disminucién en la actividad enzimatica debido a la edad
en moscas domesticas (Musca domestica), Blatella germanica, y mosquitos Anopheles
gambiae, respectivamente.

Por otro lado, respecto a la actividad de GST, observamos que la cepa resistente
presenta una mayor actividad en el primer dia post-emergencia. Esto podria estar
relacionado con una sobre-activacién basal de esta enzima y su actividad residual desde
los estadios larvarios. Investigaciones en Apis mellifera demostraron que la actividad de
GST y esterasas se mantiene constante a lo largo del tiempo y no se ve afectada por la
edad (Zhu et al. 2020). Tripathy y Kar (2015) mostraron que la actividad de GST
incrementa durante los estadios larvales, alcanzando su maximo en la pupa y
manteniéndose en los adultos emergidos. Este mismo comportamiento homogéneo en la

actividad de esta enzima fue reportado en Ae. aegypti por Che-Mendoza et al. (2009).

Alimentacion

Nuestros resultados indican un aumento en la actividad de OFM después de la
ingestion de sangre, alcanzando niveles maximos cuando la sangre esta adicionada con
DENV-2 en ambas cepas. Para la enzima GST, observamos que la actividad enzimatica
en la cepa NO es constante y no se ve afectada por los distintos tratamientos alimenticios.
Sin embargo, en la cepa MTY recolectada del campo, se encontré una mayor actividad
enzimatica en los mosquitos que no habian sido alimentados.

La actividad de OFM se intensifica en el intestino de los mosquitos para
contrarrestar el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) derivadas de la digestion
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de la sangre, fendbmeno que es exacerbado por la liberacion del grupo hemo de la
hemoglobina. Oliveira et al. (2011) demostraron que, tras la ingestion de sangre, se
produce una reduccion en la concentracion de ROS, mediada por la activacion de la
proteina quinasa C (PKC). Esta via de sefalizacion puede trabajar en conjunto con
enzimas degradativas como las OFM para mitigar los efectos perjudiciales de las ROS.
Esta sinergia ha sido evidenciada en especies como Rhodnius prolixus a través de analisis
transcriptomicos (Leyria et al. 2020), donde se demostro la sobreexpresion de ambos
elementos. En mosquitos An. gambiae, Machani et al. (2019) también encontraron un
incremento en la actividad de OFM tras la ingestion de sangre. De igual forma, Chang et
al. (2017) demostré el mismo patrén de incremento en la actividad de OFM dado la
alimentacion sanguinea en Culex pipiens pallens determinando que la actividad de OFM
se incrementa en 14.5 veces 1 d post ingesta y 11.8 veces a los siete d post ingesta en
comparaciéon con individuos no alimentados con sangre susceptibles a infeccion, en
individuos resistentes, el incremento de actividad puede alcanzar una diferencia de hasta
170.7 (1d) y 160.4 (7d) post ingesta sanguinea. Spillings et al. (2008) sugieren que la
resistencia en cepas de An. funestus aumenta después de una ingestién de sangre,
probablemente debido a la activacion de mecanismos degradativos como la actividad de
OFM.

La maxima actividad de OFM se observd en mosquitos alimentados con sangre
infectada con DENV-2. Aunque este aspecto se discute mas detalladamente en secciones
posteriores, diversas investigaciones indican que la infeccién con DENV-2 provoca un
desbalance en el estado redox celular tanto en células de mamiferos (Olagnier et al. 2014)
como en células de insectos (Santana et al, 2021; Cheng et al. 2021). Estudios en células
de mosquitos muestran que varios elementos antioxidantes, como las enzimas superoxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutaredoxina, tiorredoxina y la proteina
disulfuro isomerasa, se sobreexpresan como parte de la defensa contra microorganismos
(Chen et al. 2011; 2012; 2017; Oliveira et al. 2017).

En contraste, la actividad de GST no mostrd variaciones significativas entre los
diferentes tratamientos alimenticios para la cepa susceptible (NO), mientras que en la cepa
MTY, la actividad fue mayor en individuos no alimentados. Estos resultados concuerdan
en parte con lo reportado por Oliver y Brooke (2014), quienes no encontraron diferencias
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estadisticas en la actividad de GST entre mosquitos Anopheles arabiensis alimentados con
0 sin sangre a los 15 dias de edad; sin embargo, observaron una mayor actividad
enzimatica en mosquitos con multiples ingestas sanguineas y en mosquitos no alimentados
de 3 dias de edad. Kumar et al. (2023) demostraron que la actividad de GST en Ae. aegypti
solo se altera temporalmente hasta 6 horas después de la ingesta sanguinea.

Otros estudios en especies como la garrapata Haemaphysalis longicornis muestran
que la expresion de transcritos de GST varia segin el estado de alimentacion,
observandose una disminucion desde la ingesta hasta el engorde de la garrapata (Pacia et
al. 2018). Esquivel et al. (2016) mostraron que los transcritos de GST aumentan después
de la ingestion sanguinea en los tibulos de Malpighi en Ae. albopictus. Esta actividad
especifica del tejido ha sido reportada en otros mosquitos como Ae. aegypti, Cx.
quinguefasciatus, An. stephensi, Anopheles culicifacies, Anopheles annularis, Anopheles
subpictus, y Anopheles vagus por Tripathy y Kar (2014), quienes demostraron que la
actividad de GST es mayor en la regién abdominal en comparacion con la cabeza y el
torax. Estos hallazgos subrayan como las caracteristicas biologicas de los mosquitos y el

sitio donde se cuantifica la actividad enzimatica influyen en el patron de actividad de GST.

Exposicion a dosis subletales de permetrina

Al evaluar la actividad de las enzimas OFM y GST en respuesta a la exposicion a
la CLso de permetrina, observamos patrones variables que dependen de la cepa y del
estatus de exposicion. En la cepa NO, tanto la actividad de OFM como de GST resultaron
ser mas altas en los mosquitos no expuestos, aunque esta relacion fue estadisticamente
significativa solo para GST. Por el contrario, en la cepa MTY, los mosquitos expuestos
mostraron una mayor actividad, siendo estadisticamente significativo Gnicamente para
OFM.

Es bien conocido que en poblaciones resistentes de Ae. aegypti alrededor del
mundo se observa la sobre-activacion de enzimas como OFM y GST. Sin embargo, son
menos frecuentes las investigaciones que evallan especificamente la activacion de estas
enzimas en respuesta a la aplicacion de insecticidas. Mack y Attardo (2023) han
demostrado la plasticidad en la expresion génica de Ae. aegypti tras la exposicion a
permetrina, donde genes de enzimas como CyP450, GST y peroxidasas se regulan de
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manera positiva (sobreexpresion) dentro de las primeras 24 horas post-exposicion.
Aunque la sobreexpresion de genes no garantiza una traduccion inmediata en enzimas
utiles para la degradacion de insecticidas, ciertos genes como CYP6P3 han sido
funcionalmente caracterizados, mostrando su capacidad para metabolizar piretroides
como la deltametrina y la permetrina en An. gambiae (Miller et al. 2008). En poblaciones
con sobre-activacion de OFM, como la cepa MTY, la OFM desempefia un papel central
en la degradacion de xenobioticos como la permetrina.

En contraste, en Musca domestica, se ha determinado que la exposicion subletal a
clorfenapr y fipronil no induce una alteracion en la actividad de OFM y GST, sino una
reduccion en la actividad de acetilcolinesterasas y carboxilesterasas (Kinareikina y
Silivanova, 2023). Estos patrones de reduccion o estabilidad en la actividad enzimatica
también han sido reportados en otros estudios, como los de Farooq y Freed (2018) en M.
domesticay GST, Bradysia odoriphagay GST (Zhao et al. 2018), y OFM y GST en Chilo
suppressalis (Xiao et al. 2017). Esta discrepancia en los resultados puede deberse a que,
a diferencia de los piretroides como la permetrina, que son metabolizados directamente
por OFM, la metabolizacién de fenilpirazoles (fipronil) o pirroles (clorfenapir) no es
mediada por las enzimas estudiadas. Ademas, en las poblaciones susceptibles, la ausencia
de diferencias estadisticas en la actividad de OFM puede ser resultado de la falta de sobre-
activacion basal, lo que permite que insecticidas como la permetrina sigan siendo

efectivos.

Desafio viral

En relacion con el efecto univariado del desafio viral con DENV-2, nuestros
resultados indican que, a excepcion de la cepa NO en cuanto a la actividad de OFM, el
desafio viral induce un incremento en la actividad enzimatica. Esto podria estar
relacionado con la regulacion del estado redox en las células de los mosquitos mediante
la reduccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Por ejemplo, ademas de OFM y
GST, otras enzimas degradativas como la catalasa, que ayudan a mitigar el impacto
negativo de las ROS, han sido vinculadas directamente con la supervivencia de las células
de insectos durante infecciones por arbovirus (Chen et al. 2018). Investigaciones han
demostrado que la infeccion con DENV-2 en mosquitos activa las defensas antioxidantes;
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por ejemplo, en células C6/36 (derivadas de Ae. albopictus), las células infectadas con
DENV-2 mostraron un aumento significativo en GST, mientras que la inactivacion de
GST increment0 los efectos adversos, como la muerte celular (Chen et al. 2011; Chen et
al. 2012). De manera indirecta, factores transcripcionales asociados a elementos de
respuesta antioxidante como AeNrf2 son cruciales en la deteccién y eliminacion de ROS.
Se ha observado que al silenciar AeNrf2, los niveles de ROS aumentan, resultando en un
decrecimiento en el crecimiento de la microbiota y una reduccion en la infeccion viral por
Zika (Bottino-Rojas et al. 2018). Siguiendo esta linea, Kumar et al. (2023) encontraron
que al silenciar genes asociados al metabolismo de L-cisteina, la actividad de GST se
incrementa después de la infeccion con CHIKV en Ae. aegypti, incluso mas allé de las 6
horas posteriores al inicio de la infeccién. Sin embargo, hay estudios que indican que el
silenciamiento de ciertos genes de GST como GSTT2 en An. gambiae conduce a un
incremento en la infeccion por P. falciparum (Jamarillo-Gutierrez et al. 2009). Esta
discrepancia puede atribuirse a interacciones especificas entre el parasito y su vector.

Con respecto a la actividad de OFM e infeccién con DENV-2, se ha demostrado
que diversos miembros de la familia CyP450 estan implicados en la defensa inmune de
células de mamiferos, ya que la inflamacion mediada por factores como TNF-a provoca
un aumento en el estrés oxidativo, afectando los patrones de transcripcion y actividad de
este grupo enzimatico (Stavropoulou et al. 2018; Sigle y McGraw 2019). En insectos, la
evidencia sugiere una dindmica similar. Londono-Renteria et al. (2015) reportaron que al
silenciar un conjunto de genes, incluyendo uno de la familia CYP450, la infeccion por
DENV-2 en Ae. aegypti se redujo hasta un 40%. Ademas, Baron et al. (2010) mostraron
que los transcritos de CYP450 se encuentran en el intestino medio de mosquitos
susceptibles a DENV-2, pero no en los refractarios. Por otro lado, Bonizzoni et al. (2012)
demostraron que los transcritos de CYP450 se acumulan en carcasas de Ae. aegypti
alimentados con sangre adicionada con el virus DENV-2. Contrariamente, investigaciones
que encontraron una menor expresion de CYP450 en Ae. albopictus no observaron efectos
sobre la infeccién por Zika (Jia et al. 2023).

A diferencia de las células de mamiferos, donde la infeccion con DENV-2 puede
causar la muerte celular (Castillo y Urcuqui-Inchima 2018), en células de insectos este
efecto no se produce. La compleja regulacion del estado redox en células de Ae. aegypti
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juega un papel crucial en la supervivencia y proliferacion viral, y la sobre-activacion de
elementos de regulacion de la respuesta antioxidante como Nrf2 o el metabolismo de otros
elementos como la L-cisteina, que involucra la actividad de enzimas como GST,
proporciona los mecanismos necesarios para 1) mantener los niveles de ROS dentro de un
umbral permisible evitando dafio celular, 2) prevenir consecuencias adicionales como la
muerte celular, y 3) crear un microambiente favorable para la replicacion viral. Asi,
enzimas como OFM y GST contribuyen a crear un entorno adecuado tanto para la
replicacion y supervivencia viral como para la supervivencia de las células de los
mosquitos. Nuestros resultados muestran que la sobre-activacion basal de OFM en la cepa
de campo resistente a permetrina se asocié con una mayor actividad de esta enzima
durante el desafio viral. Dado que tanto OFM como GST contrarrestan los efectos
negativos de las ROS y en general de moléculas xenobioticas, su sobre-activacion basal

en cepas resistentes puede favorecer la supervivencia y replicacion viral.

Carga viral, actividad enzimética de OFM y GST, y exposicion a permetrina
Ademas de lo anterior, en esta investigacion evaluamos la carga viral de DENV-2
en intestino y saliva de Ae. aegypti resistentes y susceptibles a permetrina, y su relacion
con la actividad de GST, OFM vy la pre-exposicion a dosis subletales de permetrina. En
general, los resultados no mostraron diferencias en la carga viral entre mosquitos
expuestos y no expuestos en ninguna de las cepas analizadas. Sin embargo, la cepa MTY
presentd una carga viral significativamente mayor en el intestino medio de ambos grupos
comparada con la cepa NO. Aunque de OFM se asocid con un efecto protector contra el
DENV-2 en la cepa NO, no se observo este efecto en la cepa MTY. Asimismo, la actividad

de GST no mostrd una relacién clara con la carga viral en ninguna de las cepas.

Actividad de OFM y GST y su efecto sobre sobre la carga viral

La actividad de enzimas degradativas se relaciona, principalmente, a la regulacion
de agentes oxidantes como ROS originados a partir compuestos xenobiéticos como los
insecticidas. Ademas, diversas investigaciones mencionadas anteriormente asocian el
incremento de las ROS a desafios e infecciones virales ocasionadas por distintos

patogenos como DENV. De las dos enzimas analizadas en esta investigacion, la
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contribucion de GST a la reduccidn de los agentes oxidantes en desafio viral fue explicada
anteriormente. No obstante, la implicacién de la actividad de OFM sobre la competencia
vectorial es menos estudiado. Xie et al. (2023) demostraron que la expresion de CYP4C21
(perteneciente a la familia de CyP450) disminuye a consecuencia de la infeccidn con
DENV-2 en ceélulas y adultos de Ae. aegypti. Al eliminar completamente este gen la
replicacion de DENV-2y ZIKV se reduce. De manera similar, Li et al. (2024) demostraron
que otro gen de la familia de CyP450, E20MO, incrementa su expresion a causa de la
infeccion con DENV mientras que su supresion incrementa la carga viral de DENV-2.

Si bien, el incremento o decremento en la expresién de un gen no indica la
induccion de la actividad enzimatica de manera inmediata debido a mecanismos de
regulacién transcripcional o traduccional, es posible observar que ambas enzimas
participan en el proceso de infeccion. Las investigaciones de Xie et al. y Li et al.
mencionadas en este apartado evaluaron genes especificos de enzimas que pertenecen a la
familia de CyP450 y las cuales tienen efectos contrarios en procesos de infeccion. Lo
anterior indica que, a pesar de estar involucradas, la activacion/desactivacion de ciertas
enzimas es controlada de manera diferencial. Otra de las limitantes de este estudio es que
dentro de nuestro esquema experimental se cuantifico la actividad general de OFM y no
enzimas especificas individuales como las mencionadas Xie et al. o Li et al.

Nuestros resultados indican que la actividad de OFM se asocid a un efecto
protector (es decir, reduccion de la carga viral) en la cepa susceptible, pero no asi en la
cepa resistente a permetrina. Es posible que en la cepa resistente, la sobre-activacion basal
de OFM promueva la creacion de un microambiente facilitador para la replicacion del
DENV-2. El mismo efecto protector asociado a la actividad enzimatica fue reportado por
McCarroll y Hemingway (2002) para Wuchereria bancrofti en Cx. quinquefasciatus.

Por ultimo, la actividad de GST no se relacion6 a algin efecto en la carga viral de
DENV-2 en Ae. aegypti. Gui et al (2009) observaron que la expresion de GST bajo
infeccion con el virus de polihedrosis nuclear de Bombix mori (BmNPV) y el virus
densonuclear de Bombix mori (BmDNV), en combinacion con la aplicacion de
insecticidas, provoca una activacion diferencial. Por un lado, el primer virus activa GST
a las 24 h en el intestino de individuos susceptibles y decrece después de 72h, mientras
que una cepa tolerante a este virus tiene un decremento en la expresion de GST a las 24 h
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y aumenta a las 72 h. En cuerpo graso se encontrd que se incrementa la actividad a las 24
h y decrece hasta alcanzar las 72 h. En contraste, BmNPV indica un decremento
significativo de GST en cuerpo graso e intestino mientras que el efecto contrario ocurre
para BmNPV en individuos susceptibles. Como se menciond anteriormente, es posible
que la actividad de GST se asocie a tejidos especificos en los mosquitos al igual que

patrones de activacion temporales que no fueron analizados en esta investigacion.

Pre-exposicidn con insecticidas y su impacto en la competencia vectorial

El impacto de la exposicion a insecticidas en la prevalencia e intensidad de
infecciones patdgenas en insectos vectores es controversial, debido a resultados
contradictorios en diversas investigaciones. Por ejemplo, dos de tres estudios realizados
en An. gambiae s.s. muestran que la pre-exposicion con deltrametrina y permetrina tiene
un efecto negativo sobre la infeccion por P. falciparum, mientras que solo un estudio
muestra que la pre-exposicion con DDT produce un incremento en la infeccion de esta
especie para P. falciparum (Kristan et al. 2016; Hauser et al. 2020; Alout et al. 2014). Por
otro lado, en An. gambiae s.I. se mostré que la pre-exposicién a alfa-cipermetrina,
deltametrina y permetrina no afect6 sobre la infeccion de esta especie por P. falciparum
(Collins et al. (2019)

Para el género Aedes, se han documentado tanto efectos positivos como neutros
sobre la carga viral (CV). En Ae. aegypti, se ha demostrado un aumento en la CV después
de la pre-exposicion a malathion y al virus del Sindbis, asi como a DENV y Bti (Muturi y
Alto 2011; Moltini-Conclois et al. 2018). Otros estudios indicaron una interaccion neutral
al evaluar la exposicion de aegypti a DDT y DENV-2, Bti y DENV-1 y ZIKV y
piriproxifeno (Yadav et al. 2005, Alto y Lord 2016; Alomar et al. 2020). En el caso de Ae.
albopictus, la evidencia sugiere que el efecto de la exposicion a insecticidas varia segun
el patdgeno estudiado; la exposicion a bifentrina aumenta la CV para ZIKV incrementa la
CV de esta especie para este arbovirus mientras que disminuye la CV para DENV (Knecht
et al. 2018; Richards et al. 2017).

En otras especies de importancia agricola, como Myzus persicae, se determin6 que
la exposicion a lamda-cihalotrina incrementa la CV para el virus de la papa Y (Fenton et
al. 2015). Ademaés, al exponer Bemisia tabaci a insecticidas sistémicos como
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clorantraniliprol, flupiradifurona y pimetrozina, la adquisicion y transmision del virus del
rizado amarillo del tomate disminuyeron, mientras que en M. persicae, solo la pre-
exposicion con sulfoxaflor y flonicamid redujeron la tasa inoculacion y transmision del
virus del amarillamiento del nabo, mientras que el spirotretamat no tuvo el mismo efecto
reductor (Garzo et al. 2020). Los resultados obtenidos de nuestros experimentos apoyan
la evidencia que indica que la pre-exposicién a insecticidas no altera ni a favor ni en contra
la CV. No obstante, es importante sefialar que los estudios de la relacion entre la infeccion
por patdgenos o la CV y pre-exposicion a insecticidas, mencionados en este apartado, se
Ilevaron a cabo en organismos portadores de mutaciones que confieren resistencia a los
insecticidas evaluados. Sin embargo, ningun explord los efectos de interaccion entre la
CV, la exposicion a insecticidas y mutaciones. De manera similar, ninguna investigacion
evalud el efecto aislado o en conjunto de la actividad enzimatica y la exposicion a

insecticidas sobre la CV.

Efecto de interaccidn entre carga viral, exposicion y actividad de OFM

Los efectos de interaccidn entre resistencia, exposicion a insecticidas y CV solo
han sido reportados por Birnbaum et al. (2022). En su estudio, compararon la expresién
génica de cepas de Tribolium castaneum no seleccionadas y seleccionadas en laboratorio
con malatién (organofosfato) o cipermetrina (piretroide) y Bacillus thuringiensis (Bt). La
exposicion a malation o cipermetrina y el subsiguiente desafio con Bt demostré que en
ambas cepas (susceptibles y resistentes a organofosforados o piretroides) exhiben
respuesta inmune disminuida, asociada a una menor cantidad de transcritos de genes que
confieren inmunidad, incluidas las OFM y GST. Nuestros resultados muestran que, para
la cepa susceptible, la interaccién entre elementos ocasiona un efecto protector,
reduciendo la carga viral en los mosquitos. Por otro lado, en la cepa MTY este efecto

reductor no se presenta.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran como la sobre-activacion
de OFM en una cepa de Ae. aegypti resistente a la permetrina incrementa la competencia
vectorial para DENV-2 y su relacion con los tipos de alimentacion, edad, exposicion a
permetrina, y desafio viral. Se observd que la actividad de OFM se incrementa con la
alimentacion sanguinea, la pre-exposicion a permetrina, y el desafio viral en la cepa
resistente, asimismo, siendo siempre superior en comparacion con la cepa susceptible a
permetrina. Por otro lado, la actividad de GST se incrementa en respuesta al desafio viral
y la pre-exposicion a permetrina, pero no por la edad o el tipo de alimentacion.

En cuanto a los efectos de interaccion, la actividad de OFM muestra un decremento
en respuesta a la edad, alimentacion con sangre adicionada con virus para la cepa NO, no
obstante, el efecto contrario se observo para la cepa resistente. En cuanto a GST, los
efectos de interaccion elucidaron que esta enzima mantiene una activacion homogénea en
ambas cepas, observandose un incremento solo en la cepa resistente tras la exposicién a
permetrina.

Respecto a la competencia vectorial, la carga viral de DENV-2 fue mayor en
mosquitos resistentes a permetrina en comparacion con la cepa susceptible. Sin embargo,
la pre-exposicién a permetrina no alteré la carga viral en la saliva o el intestino.
Finalmente, es posible evidenciar una tendencia en donde la actividad de MFO se
relaciona al incremento en la carga viral de DENV-2 en la cepa resistente, sugiriendo que
la sobre-activacién de esta enzima podria estar vinculada a una mayor capacidad de

transmisioén del virus.
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10.PERSPECTIVAS

Los hallazgos de esta investigacion revelan que los mecanismos metabdlicos
mediados por la sobre-activacion de enzimas como la OFM en Ae. aegypti resistente a
piretroides se asocia a un incremento en la competencia vectorial para DENV-2 de Ae.
aegypti. Este incremento en la competencia vectorial podria elevar el riesgo de
transmision de esta arbovirosis, dado el contexto global de la creciente resistencia a
insecticidas. No obstante, es importante sefialar, que una de las limitantes de este estudio
es la presencia de otros mecanismos de resistencia como las mutaciones KDR, en la
poblacién resistente analizada. Para discernir el efecto especifico de las enzimas
degradativas en la competencia vectorial, es necesario establecer poblaciones de
mosquitos o individuos modelo que presenten exclusivamente mecanismos de resistencia
enzimatica.

Actualmente, la mayoria de los estudios relacionados a la interaccion entre
competencia vectorial y resistencia a insecticidas presentan disefios experimentales
contrastantes, lo que dificulta realizar comparaciones directas entre los resultados
obtenidos. Es necesario establecer guias o esquemas experimentales comparables para
esclarecer la contribucion de los mecanismos de resistencia a insecticidas sobre la
capacidad de los vectores para adquirir y transmitir patdgenos.

Por altimo, en esta investigacion se evaluaron dos familias de enzimas asociadas
a la resistencia metabolica, GST y OFM. En futuros escenarios, la consideracion de otras
familias enzimaéticas con actividad de degradativas, como las esterasas, catalasas, 0
superéxido dismutasas, deben de ser estudiadas. Ademas, la distincion de enzimas
especificas dentro de estas familias permitira obtener una comprension mas detallada de

la compleja regulacion de la infeccion por DENV-2 en Ae. aegypti.
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12.Anexo

Tabla 12. Comparaciones multiples de medias marginales estimadas de la actividad de OFM entre diferentes
cepas de Ae. aegypti, estado de exposicién a insecticidas y tipo de alimentacién sanguinea.

Grupo 1 Grupo 2 Estimado SE t ratio P value

No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre MTY 6 0.3729 0.8014 0.4653 1

No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre MTY 6 0.4496 0.9364 0.4801 1

No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre MTY 6 7.4704 0.8810 8.4798 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre NO 6 -56.0910  3.4600 -16.2111 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre NO 6 -55.2170  3.4423 -16.0408 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre NO 6 -43.3887  2.6009 -16.6819 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre NO 6 -43.6335 2.6028 -16.7639 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre MTY 12 -0.2459 0.8736  -0.2815 1

No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre MTY 12 0.1270 1.2046 0.1054 1

No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre MTY 12 1.6331 0.9196 1.7759 0.985470089
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre MTY 12 8.6539 0.8377  10.3306 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre NO 12 -31.3205 2.5022 -12.5171 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre NO 12 -30.4466  3.2852  -9.2678 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre NO 12 -13.5322 15531 -8.7131 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre NO 12 -13.7771 15477  -8.9016 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre MTY 19 -2.4962 0.9823  -2.5413  0.643639034
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre MTY 19 -2.1233 14085 -1.5075  0.998398155
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre MTY 19 0.9702 0.9242  1.0497  0.999996352
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre MTY 19 7.9910 0.8563  9.3317 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre NO 19 -29.8361  3.2515  -9.1762 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre NO 19 -28.9621  2.3964 -12.0858 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre NO 19 -141936  1.5601  -9.0978 1.91E-10
No expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre NO 19 -14.4385 15550  -9.2852 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre MTY 6 0.0767 0.7819  0.0981 1
Expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre MTY 6 7.0975 0.7145  9.9332 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre NO 6 -56.4639  3.4215 -16.5029 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre NO 6 -55.5899  3.4035 -16.3332 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre NO 6 -43.7616  2.5494  -17.1656 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre NO 6 -44.0065 2.5513 -17.2486 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre MTY 12 -0.6188 1.1661  -0.5307 1
Expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre MTY 12 -0.2459 0.8736  -0.2815 1
Expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Virus-Sangre MTY 12 1.2602 0.7617  1.6546  0.994103012
Expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Virus-Sangre MTY 12 8.2810 0.6604  12.5387 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 No expuestos Sangre NO 12 -31.6935  2.4486 -12.9436 1.91E-10
Expuestos Sangre MTY 6 Expuestos Sangre NO 12 -30.8195  3.2445  -9.4989 1.91E-10
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1.91E-10
0.096241171
0.003318893
1.91E-10
1.91E-10
1
0.952519907

100



No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12
Expuestos Sangre MTY 12

No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12

Expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12

No expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
No expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12

No expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12

No expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
No expuestos Sangre NO 12

8.8999
-31.0746
-30.2006
-13.2863
-13.5312

-2.2503

-1.8774

1.2161

8.2369
-29.5902
-28.7162
-13.9477
-14.1926

1.5062

8.5270
-31.4475
-30.5735
-13.6592
-13.9041

-2.6232

-2.2503

0.8432

7.8640
-29.9631
-29.0891
-14.3206
-14.5655

7.0208
-32.9537
-32.0797
-15.1654
-15.4102

-4.1294

-3.7565

-0.6630

6.3578
-31.4692
-30.5953
-15.8268
-16.0716
-39.9745

0.8737
2.5145
3.2946
1.5728
1.5675
1.0224
1.4208
0.9570
0.8916
3.2609
2.4092
1.5798
1.5747
0.8291
0.7372
2.4704
3.2610
1.5013
1.4957
1.1647
1.0224
0.8342
0.7583
3.2270
2.3631
1.5085
1.5032
0.4255
2.4075
3.2136
1.3953
1.3893
0.9354
0.9930
0.3434
0.5675
3.1791
2.2973
1.4031
1.3974
2.3774

10.1862
-12.3581
-0.1668
-8.4475
-8.6324
-2.2010
-1.3214
1.2707
9.2384
-9.0742
-11.9194
-8.8291
-9.0129
1.8167
11,5671
-12.7298
-9.3754
-9.0985
-9.2961
-2.2523
-2.2010
1.0108
10.3710
-9.2851
-12.3096
-9.4931
-9.6895
16.4983
-13.6882
-9.9824
-10.8691
-11.0922
-4.4147
-3.7830
-1.9308
11.2040
-9.8988
-13.3182
-11.2799
-11.5011
-16.8145

1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
0.86820064
0.999793345
0.999891824
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
0.980929002
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
0.841245092
0.86820064
0.999998204
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
0.002900001
0.032877851
0.962137533
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
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Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
Expuestos Virus-Sangre MTY 12
No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12

No expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12
Expuestos Sangre NO 12

No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Virus-Sangre NO 12

Expuestos Sangre NO 12

No expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 12

No expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
No expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 12
No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19

-39.1005
-22.1862
-22.4310
-11.1502
-10.7773
-7.6838
-0.6630
-38.4900
-37.6161
-22.8476
-23.0924
0.8740
17.7883
17.5435
28.8243
29.1972
32.2907
39.3115
1.4844
2.3584
17.1269
16.8820
16.9143
16.6695
27.9503
28.3232
31.4167
38.4375
0.6105
1.4844
16.2529
16.0081
-0.2449
11.0360
11.4089
14.5024
21.5232
-16.3039
-15.4299
-0.6614
-0.9063

3.1911
1.3427
1.3365
0.8550
0.9177
0.5253
0.3434
3.1564
2.2657
1.3508
1.3449
3.0592
2.7133
2.7103
2.5081
2.5301
2.4092
2.3840
3.4443
3.4440
2.7174
2.7144
3.4487
3.4463
3.2897
3.3065
3.2149
3.1961
5.5301
3.4443
3.4519
3.4496
1.4788
1.5625
1.5976
1.3983
1.3544
3.4166
2.6161
1.5573
2.1478

-12.2528
-16.5234
-16.7837
-13.0417
-11.7442
-14.6266
-1.9308
-12.1944
-16.6024
-16.9137
-17.1702
0.2857
6.5558
6.4729
11.4927
11.5398
13.4029
16.4897
0.4310
0.6848
6.3027
6.2193
4.9045
4.8369
8.4964
8.5659
9.7721
12.0265
0.1104
0.4310
4.7084
4.6406
-0.1656
7.0632
7.1411
10.3712
15.8912
-4.7720
-5.8981
-0.4247
-0.4220

1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
0.962137533
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1
3.74E-08
6.21E-08
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1
0.999999999
1.73E-07
2.84E-07
0.00032145
0.000442012
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1
1
0.000799472
0.001085519
1
1.66E-09
1.07E-09
1.91E-10
1.91E-10
0.000597593
1.82E-06
1
1
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Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12
Expuestos Virus-Sangre NO 12

No expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19

No expuestos Sangre NO 19

No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19

No expuestos Sangre MTY 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Sangre MTY 19

No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
No expuestos Virus-Sangre MTY 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre MTY 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
No expuestos Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Sangre NO 19

No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
No expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19
Expuestos Virus-Sangre NO 19

11.2808
11.6538
14.7473
21.7681
-16.0590
-15.1850
-0.4165
-0.6614
0.3729
3.4664
10.4872
-27.3399
-26.4659
-11.6974
-11.9423
3.0935
10.1143
-27.7128
-26.8388
-12.0703
-12.3152
7.0208
-30.8063
-29.9323
-15.1638
-15.4087
-37.8271
-36.9531
-22.1846
-22.4295
0.8740
15.6425
15.3976
14.7685
14.5236
-0.2449

1.5571
1.5924
1.3924
1.3482
3.4141
2.6129
2.1474
1.5573
0.8014
0.9399
0.8732
3.2559
2.4025
1.5695
1.5644
0.9973
0.9347
3.2730
2.4255
1.6045
1.5995
0.4255
3.1804
2.2991
1.4061
1.4005
3.1614
2.2727
1.3625
1.3566
3.0592
3.4198
3.4175
2.6202
2.6172
1.4788

7.2447
7.3183
10.5916
16.1456
-4.7037
-5.8116
-0.1940
-0.4247
0.4653
3.6880
12.0098
-8.3969
-11.0161
-7.4531
-7.6339
3.1019
10.8209
-8.4672
-11.0653
-7.5229
-7.6994
16.4983
-9.6862
-13.0191
-10.7840
-11.0026
-11.9654
-16.2599
-16.2827
-16.5337
0.2857
45741
4.5056
5.6363
5.5493
-0.1656

6.34E-10
4.61E-10
1.91E-10
1.91E-10
0.000816839
2.95E-06
1
1
1
0.045247622
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
2.99E-10
2.22E-10
0.237698161
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
2.58E-10
2.10E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1.91E-10
1
0.001458022
0.001966397
7.74E-06
1.24E-05
1
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