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Resumen

La malaria es la enfermedad parasitaria que mas personas afecta en el mundo
y se registra casi todos los continentes. Esta enfermedad es transmitida por la
picadura de un mosquito del género Anopheles infectado con el parasito del género
Plasmodium, por tanto una de las maneras de controlar y eliminar la enfermedad es a
través del estudio y control del vector. Como parte de la lucha antivectorial se
emplean insecticidas de accion residual. Los insecticidas mas usados son los
piretroides, ya que ofrecen varias ventajas sobre otras clases de insecticidas, sin
embargo la constante exposicion a insecticidas propicid la aparicidon de individuos
resistentes. Hoy en dia esta resistencia se reporta en la mayor parte de los paises con
transmision de malaria. Una de las formas mas comunes de resistencia involucra
mutaciones puntuales en el sitio donde actua el insecticida, es decir el canal de sodio
dependiente de voltaje del sistema nervioso del insecto. Esta resistencia es conocida
como resistencia al derribo o knockdown resistance (kdr). La mutacion mas comin es
causada por una sustitucion de la leucina en la posicion 1014 por fenilalanina, en el
dominio II del segmento 6 del canal, también existen otras mutaciones reportadas en
la misma posicion. En América, se evidencid por primera vez la presencia de esta
resistencia en An. albimanus. En Venezuela, en el 2015 se report6d por primera vez la
resistencia kdr a través de pruebas moleculares. En este trabajo se continud los
estudios en base a pruebas moleculares para la deteccion de mutaciones marcadoras
de resistencia a piretroides. Se reprodujeron ensayos de PCR semi-anidado reportados
en la literatura para la amplificacion del gen que codifica para el canal de sodio
dependiente de voltaje en An. gambiae. La reproduccion de estos experimentos en
especies de Anopheles venezolanos no fue efectiva. Al mismo tiempo se realizd el
mismo ensayo de PCR desarrollado en el 2015 que amplifica la region del gen que
codifica para el canal de sodio dependiente de voltaje basado en especies de
Anopheles de Venezuela. La identificacion de mutaciones puntuales en la posicion
1014, relacionadas con la resistencia knockdown a piretroides/DDT, fue posible
mediante el alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas de los productos de
PCR, encontrandose las sustituciones L1014F y L1014C, tanto en muestras de
poblaciones del estado Aragua como del estado Sucre.

Palabras claves: Malaria, Anopheles, piretroides, PCR, resistencia a insecticidas, kdr.
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1. Introduccion

1.1 Malaria

El paludismo, o malaria, es una enfermedad potencialmente mortal causada
por parasitos del género Plasmodium, que se transmiten al ser humano por la picadura
de mosquitos hembra del género Amnopheles. Hay cinco especies de Plasmodium
causantes de paludismo en el humano, Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale y P. knowlesi, siendo las dos primeras las mas prevalentes. Si no se trata
adecuada y rapidamente, el paludismo puede poner en peligro la vida del paciente en
poco tiempo (OMS, 2017a). En 2016, se estima que hubo 216 millones de casos de
paludismo en todo el mundo. También hubo un estimado de 445.000 muertes por esta
enfermedad a nivel mundial, la mayoria de los casos y de las muertes se registran en
el Africa subsahariana, pero también se ven afectadas Asia Sudoriental,
Latinoamérica y Oriente Medio. En 2016, 91 paises y areas experimentaron
transmision de la enfermedad. En el mundo hay mas de 400 especies de Anopheles,
pero solo 30 de ellas son vectores importantes de paludismo. Todas las especies que
son vectores importantes pican entre el anochecer y el amanecer. La transmision de la
malaria es mas intensa en lugares donde los mosquitos tienen una vida relativamente
larga que permite que el pardsito tenga tiempo para completar su desarrollo en el
interior del hospedero, y cuando el vector prefiere picar al ser humano antes que a
otros animales. La transmision también depende de condiciones climaticas que
pueden modificar el nimero y la supervivencia de los mosquitos, como el régimen de

lluvias, la temperatura y la humedad. Se pueden producir epidemias de paludismo



cuando el clima y otras condiciones ambientales favorecen stbitamente la
transmision en zonas donde la poblacion tiene escasa o nula inmunidad (OMS,
2017a).

En Venezuela se han descrito 36 especies de mosquitos del género Anopheles.
Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, An. (Nys.) aquasalis, An. (Nys.) nuneztovari y
An. (Nys.) marajoara han sido involucrados como vectores principales, mientras que
existen otras especies que bajo diversas situaciones pueden actuar como vectores
secundarios (Osborn y col., 2004). Estas especies vectores se encuentran adaptadas a
uno o mas de los diversos ambientes presentes en el pais que abarcan llanos,
montafias, bosques himedos tropicales y zonas costeras. An. aquasalis, An.
albimanus y An. pseudopunctipennis son especies costeras. Siendo An. aquasalis el
vector principal en las zonas costeras del oriente del pais, mientras que An.
pseudopunctipennis y An. albimanus son considerados vectores potenciales a lo largo
de su distribucion. En el piedemonte, An. nuneztovari es el vector principal, mientras
que An. marajoara y An. oswaldoi se consideran vectores secundarios existiendo el
riesgo potencial de An. darlingi y An. pseudopunctipennis, este Ultimo es ademads, el
unico reportado de los valles altos. An. darlingi es el vector principal en los llanos y
las selvas, donde An. marajoara y An. braziliensis se consideran vectores
secundarios. Sin embargo, recientemente se ha colectado An. nuneztovari en regiones
selvaticas del estado Bolivar, lo cual podria complicar la situacién epidemiologica

(Osborn y col., 2004).



1.2 Situacion de la malaria en Venezuela
En Venezuela ¢l area malarica, tradicionalmente esta dividida en tres focos (Aché,
1998; Consenso de Malaria, 2006):

- Foco Occidental: Comprende los estados Zulia, Téachira, Barinas, Mérida,
Portuguesa, Apure, Yaracuy y Trujillo.

- Foco Meridional: Comprende los estados Bolivar y Amazonas. En este foco,
ocurren mas de 80% de los casos de malaria en el pais. Las areas mas afectadas son
aquellas donde hay actividad minera.

- Foco Oriental: Conformado por los estados Sucre, Anzoategui, Monagas y
Delta Amacuro.

Historicamente, Venezuela ha servido como modelo para la erradicacion de la
malaria en América, con la region norte declarada libre de malaria por la OMS en
1961 (Griffing y col., 2004). Sin embargo la malaria ha ido aumento desde 2008. Para
el afio 2016, se reporté un acumulado de 240.613 casos autoctonos de malaria, lo que
representa un aumento con respecto al periodo homdlogo del afio anterior de 76,4% y
la incidencia parasitaria anual fue de 21,7 por cada 1.000 habitantes (Ministerio para
el poder popular para la salud, 2016). Recientemente, la enfermedad se ha extendido
gradualmente a nuevas 4reas, incluyendo algunas que anteriormente se declararon
libres de malaria (OMS, 2017b).

1.3 Control vectorial: Uso de piretroides

La lucha antivectorial es el medio principal de reducir la transmision de la

malaria. Si la cobertura de las intervenciones de esta indole es suficiente en una zona

determinada, se protegera a toda la comunidad. Para el control efectivo del vector, la



OMS recomienda proteger a toda la poblacion que se encuentra en riesgo de
infectarse. Hay dos métodos de lucha contra los vectores que son eficaces en
circunstancias muy diversas: el uso de mosquiteros impregnados con insecticidas y la

fumigacion intradomiciliar con insecticidas de accion residual (OMS, 2016a).

Hasta la fecha, la OMS recomienda cuatro clases de insecticidas para su uso
contra los mosquitos adultos en los programas de salud publica: Carbamatos,
compuestos organoclorados (por ejemplo DDT), compuestos organofosforados (como
el malation) y piretroides. Entre estos, los piretroides son los mas utilizados, ya que
ofrecen varias ventajas sobre las otras clases de insecticidas en términos de costo,
seguridad humana (baja toxicidad para los mamiferos) y duracion de la accion
residual (Hemingway, 2015), por ello, ademas, son ampliamente utilizados en la
agricultura y como productos de pesticidas domésticos. Sin embargo, su uso como
larvicidas es limitado debido a su alta toxicidad para los organismos acuaticos,
incluidos los peces (OMS, 2016a). Para el control del vector en estadio larval existen
cinco grupos principales de larvicidas: aceites y agentes superficiales; productos
quimicos organicos sintéticos; larvicidas bacterianos; espinosinas y reguladores de
crecimiento de insectos (OMS, 2013).

Los piretroides son una clase de insecticidas derivado de compuestos naturales
(las piretrinas) aislados de la planta del género Chrysanthemum. Aunque las piretrinas
naturales tienen actividad insecticida, también son inestables cuando se exponen a la
luz. Por lo tanto, la estructura de la piretrina se modificé para producir compuestos

mas estables que retenian las deseables propiedades insecticidas y toxicoldgicas.



Todos los piretroides contienen varias caracteristicas comunes: un residuo 4cido, un
enlace éster central y un residuo alcoholico. El residuo 4cido contiene dos carbonos
quirales; por lo que, los piretroides normalmente existen como compuestos
estereoisoméricos, ademas, algunos compuestos contienen también un carbono quiral
sobre el residuo alcohdlico, que permite tres carbonos quirales y un total de ocho
estéreo-enantiomeros diferentes (Shafer y col., 2005).

Se ha demostrado que el para-canal de sodio (Nav) posee dominios de union
para una variedad de potentes neurotoxinas y es el principal objetivo molecular para
la acciéon de insecticidas; las piretrinas y los piretroides, el DDT, los analogos
sintéticos de los insecticidas de N-alquilamida de origen natural y derivados de
dihidropirazole tales como Indoxacarb (Davies y col., 2007).

El para-canal de sodio dependiente de voltaje del sistema nervioso de los
insectos fue originalmente clonado en 1980 de Drosophila melanogaster, (Loughney
y col, 1989). Se encontr6 que era estructural y funcionalmente homologo a la
subunidad alfa de canales sodio dependiente de voltaje de los mamiferos. Consiste
en 4 dominios homoélogos (I-IV) conectados intracelularmente, cada dominio consiste
en 6 segmentos transmembrana (S1-S6) unidos por bucles intracelulares o
extracelulares. Dentro de la membrana del axon, los segmentos S5 y S6 forman un
poro central conductor de iones con los segmentos S1-S4 formando la parte sensible
al voltaje. Los bucles de la horquilla reentrante (bucle P) entre S5 y S6 forman un

estrecho filtro ion-selectivo al final del poro (Catterall, 2000).
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Figura 1: Generacion de potencial de accion en el canal de sodio dependiente de
voltaje. Tomado y modificado de Davies y col., 2007.

En la figura 1 se representa la generacion del potencial de accion. En
respuesta a la despolarizacion el canal experimenta un cambio en la conformacion
que permite una entrada de Na' a través del poro. Durante la despolarizacion, la
permeabilidad del Na™ aumenta rapidamente y luego decae a medida que el canal se
inactiva, permanece en ese estado hasta que la membrana se repolariza y el canal se
desactiva. El canal Nav tiene dos compuertas: una "puerta-m" de activacion y una de
inactivacion o "puerta-h". En el potencial de reposo el canal estd cerrado porque la
puerta-m bloquea el poro del canal, durante la despolarizacion de la membrana

conduce a cambios conformacionales en la “puerta-m”. Esto abre el canal durante



unos milisegundos, lo que permite la afluencia de Na'. Esta activacion dependiente
de voltaje conduce al cierre de la puerta de inactivacion (“puerta-h”) dentro de 1 - 2
milisegundos. Ahora el canal estd en un estado de inactivacion debido al bloqueo de
la boca intracelular del poro. La inactivacion esta acoplada a la activacion y es mas
rapida desde el estado abierto pero tiene poca o ninguna dependencia de voltaje. La
repolarizacion de la membrana conduce a una inversion del cambio de conformacion
en la “puerta-m” que cierra el poro del canal (desactivacidon). Ambas puertas estan
ahora cerradas (ya que la puerta de inactivacion (h) sigue bloqueando el poro), pero
dentro de un periodo refractario de 2-5ms los cambios conformacionales de la
puerta-m obligan a la puerta-h a reabrir trayendo el canal de vuelta al estado cerrado
(Davies y col., 2007). Las piretrinas y los piretroides afectan tanto el sistema nervioso
central como el periférico de los insectos. Inicialmente estos compuestos estimulan
las células nerviosas, producen descargas repetitivas y eventualmente paralisis. Un
efecto similar pero mas pronunciado que el producido por el dicloro difenil
tricloroetano o DDT. E igualmente, solo una pequefia fracciéon de los canales de
sodio necesita ser modificado por el piretroide para la generacion de descargas
repetitivas. Después de la modificacion el canal permanece abierto por el insecticida,
que impide el cierre por inactivacidon o desactivacion y retiene la habilidad de
conducir Na". Sin embargo el potencial de membrana se desplaza, entonces el nervio
funciona en un nuevo y estable estado de hiperexcitacion anormal. En insectos esto
produce incapacidad, pero con efecto subletal, conocido como derribo o knockdown.
La amplitud de la corriente de sodio continua sin disminuir hasta que el nivel de

hiperexcitacion sobrepasa la capacidad de la célula de mantener la actividad de la



bomba de sodio (Davies y col., 2007).
1.4 Uso de Insecticidas en Venezuela

El uso de insecticidas en el pais data de 1945 en Moro6n, estado Carabobo,
cuando se inici6 el uso del DDT como insecticida de accidon residual, en escala
nacional contra la malaria. Este compuesto fue aplicado solo en la zona malarica del
pais y los resultados fueron inmediatos: para 1950 la tasa de mortalidad por malaria
se habia reducido a 9 por cada 100.000 habitantes y la enfermedad se erradicd en un
area de 132.000 km’. Luego de diez afios de iniciada la campaifia, en 1955, la tasa
habia bajado a 1 por cada 100.000 habitantes y el area erradicada aument6 a 305.414
km’ (Academia biomedica digital, 1999). En 1971, la region libre de malaria en
Venezuela habia aumentado al 77% (460,054 km?). El control de la malaria en las
regiones paladicas consistidé en fumigacion domiciliaria con DDT cada 4 meses,
como se habia implementado desde 1947 y continuaria hasta 1983 (Gabaldon, 1983).
Hoy en dia el nimero de personas protegidas con la fumigacion intradomiciliar con
insecticidas de accion residual ha disminuido significativamente, de mas de 2,7
millones de personas en 2015 a alrededor de 30 000 personas en 2016. El uso de
mosquiteros nunca fue alto en el pais, protegiendo un maximo de 30.000 personas en
2010 y disminuyendo desde entonces. Los mosquiteros tratados con insecticidas
fueron utilizados solo por una pequefia proporcion de la poblacion porque no se los

considerd la principal intervencion de control de vectores (OMS, 2017b).



1.5 Resistencia a piretroides

De los 76 paises endémicos de paludismo que proporcionaron datos entre
2010 y 2016, se detectd resistencia por lo menos a un insecticida en un vector de
paludismo en 61 paises, mientras que en 50 paises, se inform¢d resistencia a 2 o mas
clases de insecticidas (OMS, 2017b). La pérdida de susceptibilidad a insecticidas
afecta a todas las principales especies de vectores y se ha determinado para todas las
clases de insecticidas. El manejo de esta resistencia se complica por el hecho de que
la misma puede deberse a diferentes factores. En términos generales, los mecanismos
de resistencia se pueden dividir en dos grupos: resistencia metabolica y resistencia

knockdown (OMS, 2016a).

En el caso de la resistencia metabolica se ha reportado sobre-produccion de
carboxilesterasas no especificas como una respuesta evolutiva a la presion selectiva
de insecticidas organofosforados y carbamatos, en numerosas especies de artropodos
incluyendo mosquitos, garrapatas, afidos y cucarachas (Hemingway y col. 1998). En
algunas especies de mosquitos resistentes, una elevada actividad de carboxilesterasas
involucra una rapida hidrdlisis del insecticida mas que un incremento del secuestro
del mismo. Este mecanismo casi siempre se encuentra en asociacion con la resistencia
al organofosforado malation y confiere un espectro de resistencia cruzada mas
estrecho, que el mecanismo basado en esterasas (Herath y col., 1987; Hemingway,
1982a, b, 1983). Otra forma de resistencia metabdlica viene de las monooxigenasas
dependientes de citocromo P450, son una importante y diversa familia de enzimas

hidrofobicas involucradas en el metabolismo de numerosos componentes endégenos



y exdgenos. En muchos casos hay una conexion entre resistencia a insecticidas y una
elevada actividad del citocromo P450, por ejemplo se han reportado recientemente
elevados niveles de transcripcion del gen Cyp6zI en cepas resistentes a piretroides de

An. gambiae del este de Africa, (Hemingway y col., 2004).

La forma mas comin de resistencia contra DDT y piretroides involucra el
sitio de accion, conocido como resistencia al derribo o knockdown resistance (kdr).
Fue identificada en moscas domésticas por Busvine (1951). El factor kdr es conocido
actualmente por ser un alelo recesivo confiriendo resistencia cruzada para toda una
clase de piretroides y piretrinas, al igual que al DDT y analogos (Davies y col., 2007).
Varios analisis demostraron que la mutacidén que origina la resistencia kdr es
causado por una sustitucion de la leucina de la posicion 1014 por fenilalanina (CTT a
TTT) y se encuentra en el dominio II, segmento S6 del Nav. Aunque también se han
descrito otras mutaciones, donde se sustituye dicha leucina por histidina o serina. La
interpretacion mas simple del cambio de leucina a fenilalanina es que impone una
restriccion estérica en el acceso de los piretroides lipofilicos al “bolsillo” de union
hidrofobica dentro de la region del canal (Farnham y col., 1987). Alternativamente
esta mutacion puede causar cambios conformacionales en la proteina, que afectan la

union a las regiones vecinas (Williamson y col., 1996).
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2. Antecedentes

Una vez encontrada por primera vez la resistencia al derribo o knockdown
resistance (kdr), inducida por el intenso uso de insecticidas, se comenzd a idear
formas de detectar y caracterizar ese tipo de resistencia en poblaciones de mosquitos
del género Anopheles, en todo el mundo. Uno de los principales vectores de malaria
en Africa y el mundo es An. gambiae, sobre el cual se han realizado multiples
estudios sobre su resistencia a insecticidas. Martinez-Torres y colaboradores en 1998,
analizaron el dominio II del canal de sodio dependiente de voltaje en cepas de An.
gambiae susceptibles y resistentes a permetrina, identificando en las cepas resistentes,
la mutacion puntal L1014F mediante secuenciacion, la misma que habia sido descrita
previamente para moscas (Musca domestica) (Williamson y col., 1996) y cucarachas
germanicas (Blattella germanica) (Miyazaki y col., 1996), esto les permitid concluir
que esta sustitucion relacionada con la resistencia estd altamente conservada en varios
géneros. Luego de ello, estos autores lograron el disefio de una prueba de PCR,
diagnostica para los alelos kdr, mediante el uso de cuatro pares de cebadores, esto
permiti6 identificar tres genotipos (L/L, L/F, F/F). Ademas, la frecuencia de los alelos
resistentes fue claramente correlacionada (p=0,0005) con la mortalidad observada en
bioensayos. Dado que la resistencia kdr es recesiva con la aplicacion de pruebas
moleculares se puede discriminar entre individuos heterocigotos y homocigotos
susceptibles, por lo tanto, el diagndstico molecular es mucho mas eficiente para
captar bajas frecuencias de los genes de resistencia que estan presentes

principalmente en forma heterocigdtica, y el manejo de la resistencia podria ser
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implementado en una etapa muy temprana (Martinez-Torres y col., 1998). Por otro
lado también se han identificado este tipo de resistencia en poblaciones de An.
stephensi (Enayati y col.,2003) y Aedes aegypti (Brengues y col.,2003).

An. albimanus es otro vector clave en la transmision de la malaria, en este
caso en el continente americano (Zimmerman, 1992; Sinka y col., 2010). Las medidas
actuales de control de vectores en la region se basan en la distribucion en masa de
mosquiteros con insecticidas de accion residual y en la fumigacion en interiores con
piretroides (OMS, 2016a). Lol y colaboradores en el afio 2013 intentaron caracterizar
la region homologa kdr del gen de canal de sodio dependiente de voltaje en An.
albimanus y realizar un analisis retrospectivo preliminar de muestras de campo
recogidas en la década de 1990, coincidiendo con un tiempo de aplicacién en masa de
piretroides, para ello, disefiaron cebadores degenerados para amplificar la region kdr
en una cepa de An. albimanus de laboratorio susceptible a piretroides.
Posteriormente, utilizaron un par de cebadores mas especificos para amplificar y
secuenciar la region que contiene el codon 1014 asociado con resistencia a piretroides
en otras especies de Anopheles. La secuenciacion de los productos de PCR confirmé
la presencia del alelo kdr susceptible en una de la cepa del laboratorio (L1014) y la
presencia de alelos kdr resistentes en individuos homocigotos de México (L1014F),
Nicaragua (L1014C) y Costa Rica (L1014C). Gracias a este trabajo se describe por
primera vez, la region kdr en An. Albimanus. Ademas, la evidencia molecular sugiere
la presencia de la resistencia de tipo kdr en las muestras de campo recogido de An.

albimanus en Mesoamérica en los afios noventa (Lol y col., 2013).
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Por otro lado, Lopez, A y col. en el ano 2015, identificaron mutaciones
puntuales en el gen del canal de sodio dependiente de voltaje de Anopheles
circulantes en Venezuela. Se reprodujeron ensayos de PCR anidado y alelo-espefico
reportados en la literatura para la amplificacion del segmento transmembrana S6 del
dominio II del gen en An. gambiae y deteccion de mutaciones puntuales relacionada
con la resistencia kdr, en estos vectores. La reproduccion de estos experimentos en
especies venezolanas no fue efectiva, por lo cual disefiaron un nuevo ensayo de PCR
que permitio amplificar una region del gen del Nav en Anopheles albimanus, An
marajoara y An. aquasalis. La identificacion de mutaciones puntuales en la posicion
1014, relacionada con la resistencia a insecticida, fue posible, mediante el
alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas de los productos de PCR,
encontrandose dos tipos de sustituciones L1014F y L1014C. Siendo ésta la primera
vez que se reporta la resistencia kdr en aislados venezolanos de Anopheles (Lopez,
2015). A pesar de las muchas pruebas moleculares realizadas para detectar
mutaciones marcadoras de resistencia knockdown a insecticidas en mosquitos del
género Anopheles en Africa y Asia, en América no se han registrado la misma
variedad de pruebas moleculares en los Anopheles tipicos del continente. Sin
embargo se han probado otros métodos para el estudio de resistencia a través de
ensayos bioquimicos o por bioensayos, exponiendo los insectos a distintas
concentraciones de insecticidas (OMS, 2016a). Ademas de lo reportado en An.
albimanus, también se ha visto en poblaciones de An. pseudopunctipennis, An.
darlingi y An. vestidipennis, resistencia a uno o mas insecticidas, especialmente en

areas tratadas fuertemente con insecticidas (OMS, 1992). También se ha reportado
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resistencia a DDT y a deltametrina en An. albimanus del sur de la Peninsula de
Yucatan en México, con niveles elevados de glutation S-transferasas (GST),
monooxigenasas y esterasas, y a pirimifos metil (Dzul, y col., 2007). En Colombia se
llego6 a detectar resistencia a DDT y Lambda-cialotrina en Anopheles darlingi (Suarez
y col, 1990). También en Colombia, realizaron bioensayos estandarizados de la
OMS, ademas de ensayos bioquimicos de microplacas y se evidencio altos niveles
de oxidasas de funcidon mixta y esterasas no especificas (Fonseca-Gonzalez y col.,
2009). La OMS ha recopilado varios reportes de la realizacion de bioensayos para la
deteccion de resistencia a distintos insecticidas en varios paises de América como
Brasil, Bolivia, Colombia, Ecuador, Guatemala, Haiti, Honduras, Nicaragua, Pera y
Republica Dominicana (OMS,2016b). En el caso de Venezuela, en el municipio
Libertador, estado Sucre, se realizaron pruebas biologicas y bioquimicas en
poblaciones de An. aquasalis y se detectd elevacion de las esterasas alfa y beta, y
alteracion de la acetilcolinesterasa. Las enzimas oxidasas de funcion multiple,
también resultaron alteradas (Molina y Figueroa, 2009). En otros estados del pais , el
uso prolongado de insecticidas ha generado la aparicidon de resistencia en poblaciones
de vectores como An. darlingi y An. aquasalis de los estados Sucre y Aragua
(Molina y col.,1997), también en el estado Monagas (Cortéz, 1999) y con otros
vectores secundarios como An. albimanus (Molina, 2000). En Aragua, An. aquasalis
se encuentra en zonas de desarrollo agropecuario cercanas al Lago de Valencia y
recibe presion de insecticidas en forma indirecta, del cual se demostraron niveles
significativos de resistencia al piretroide lambdacialotrina y al organofosforado

pirimifosmetil (Figueroa y col., 2006).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Identificar mutaciones puntuales marcadoras de resistencia a piretroides en
cepas de mosquitos del género Anopheles circulantes en Venezuela.
3.2 Objetivos especificos
- Aislar ADN total de distintas especies de Anopheles sp.
- Amplificar el dominio IT del Canal de sodio dependiente de voltaje en Anopheles sp.
- Determinar la prevalencia de la mutacion L1014F en Anopheles sp. colectados en
los estados Aragua y Sucre.
- Investigar la presencia de multiples mutaciones puntuales en el dominio II del canal
de sodio dependiente de voltaje relacionadas con resistencia a piretroides en

Anopheles sp.
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4. Materiales y métodos

4.1 Muestras

Se utilizaron individuos adultos de Anopheles albimanus proveidos por el
insectario “Octavio Suarez” del Centro de Microbiologia y Biologia Celular del
instituto venezolano de investigaciones cientificas (IVIC). Adicionalmente, se usaron
individuos adultos de An. aquasalis colectados en Maracay, estado Aragua y de
Cariaco, estado Sucre. En el caso de las muestras colectadas en el estado Aragua,
fueron sometidas a pruebas de bioensayos para determinar resistencia diferentes
insecticidas como el piretroide deltametrina y a fenitotrion y malation, ambos
compuestos organofosforados.
4.2 Aislamiento de acidos nucleicos

Se utilizaron 5 individuos adultos por cada muestra. Antes de empezar el
aislamiento se retiraron las patas, la cabeza y las alas, para solo utilizar el abdomen.
Se suspendieron las muestras en 200 pl de solucion de resuspension o lavado, esta
constituida por: Tris-HCI 10 mM, cloruro de sodio 60 mM, sacarosa al 5%, EDTA 10
mM a pH 7, después se homogeneiz6 la muestra en un homogeneizador de embudo y
varilla. Luego se afiadio 250 pl de solucion de lisis, compuesta por: SDS al 1,25 %,
tris-HCI 300 mM, sacarosa al 5 %, EDTA 10mM a pH 7,8. Se incub6 la mezcla a
65°C por 30 minutos, durante la incubacion, cada 10 minutos, se mezcld la muestra
con un agitador tipo vortex. Después se agreg6 al tubo un volumen de solucion de
cloroformo-fenol (1:1) y se mezclé por inversion. Inmediatamente se centrifugd a

5000rpm por 10 minutos en una centrifuga marca Eppendorf centrifuge (5417C). Del
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tubo se colectd la fase acuosa y se llevé a un nuevo tubo. Después se volvid a agregar
un volumen de cloroformo-fenol (1:1) y a centrifugar a 5000rpm por 10 minutos.
Una vez extraida la fase acuosa en otro nuevo tubo, se afadidé %2 volumen de acetato
de potasio a pH 4,8. Luego se incub6 a -20°C por 15 minutos. Después se centrifugd
a velocidad maxima (13.400 rpm) por 10 minutos en una centrifuga marca Eppendorf
minispin. Luego se descartd la mayor parte del liquido, se sec6 la muestra en un
concentrador de vacio marca Eppendorf Vacufuge Concentrator, durante 45 minutos a
60°C. Finalmente se resuspendio en 20 ul de agua ultrapura (Modificado de Sambrook
y Russell, 2006).
4.3 Reaccion en cadena de polimerasa (PCR). PCR semi-anidado

Esta prueba molecular se baso en lo desarrollado en el trabajo de Martinez-
Torres y colaboradores, (1998). Esta prueba consistio en un PCR semi-encestado para
la amplificacion de la region que codifica para el segmento transmembrana S6, del
dominio Il del gen que codifica el canal de sodio dependiente de voltaje, donde se
emplearon los cebadores D1, Dg2 y Dipdl. Empieza con una primera ronda de PCR
con los oligonucleotidos D1 y Dg2, para mayor informacion sobre los cebadores ver
Tabla I. En la primera ronda se realizaran 35 ciclos: 94°C por 1 minuto, 50°C por 2
minutos, 72°C por 2 minutos y una extension final por 10 minutos a 72°C. Para la
segunda ronda se utilizd el oligonucleotido Dipdl (Tabla 1) y nuevamente el
oligonucleotido Dg2. Las condiciones son las mismas que en la primera ronda,
exceptuando una ligera disminucién en la temperatura de hibridacion a 48°C. Los

componentes de cada reaccién se encuentran resumidos en la tabla 1.
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Tabla I. Cebadores empleados y sus respectivas temperaturas de hibridacién en

reaccion de PCR semi-anido

Cebador Secuencia 5-3° Temperatura  Tamafio
de hibridacién esperado
¢C) (pb)
D1 5AARYTNGCNAARTCTTGGCC3 50 409
Dg2 5 GCDATYTTRTTNGTNGTNTCRTTTRTC3’ 50
Dipd1 5 TGGCCSACRCTKAAYTTACTC 3 48 409

Tabla Il. Componentes de las mezclas de amplificacion mediante PCR semi-

anidado
Componentes de la solucion de Concentracion o volumen final
reaccion
Primera ronda
Master Mix 2X* 1X
Cebador sentido D1 (10 uM) 0,6 uM
Cebador antisentido Dg2 ( 10 uM) 0,6 uM
Muestra de ADN 5 ul
Agua ultrapura Hasta completar el volumen final
Volumen final 50 ul
Segunda ronda
Master Mix 2X* 1X
Cebador sentido Dipdl (10 uM) 0,6 uM
Cebador antisentido Dg2 ( 10 uM) 0,6 uM
Muestra de ADN 5 ul
Agua ultrapura Hasta completar el volumen final
VVolumen final 50 ul

* PCR Master Mix es una solucién premezclada (PROMEGA), que contiene 50 U/ml de Taq
ADN Polimerasa, 400 uM de cada dNTP, 300mmol/L de MgCl, y tampones de reaccion.

4.4 Reaccion en cadena de polimerasa (PCR). PCR utilizando los cebadores OL1

Se hizo otra reaccién de PCR para la amplificacion de la region que codifica
para el canal de sodio dependiente de voltaje, tal y como describe Lopez y col.,
(2015), utilizando los oligonucledtidos OL1A y OLI1B. En la tabla 111 se indica la

secuencia, temperatura de hibridacion de los cebadores, asi como también el tamafio
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esperado del fragmento amplificado. En la tabla VI se presentan de manera general
los componentes de las reacciones para la amplificacion de las secuencias de interés.
La reaccion de amplificacion consta de 25 ciclos, 98 °C por 30 segundos, 98°C por
10 segundos, 53,1 °C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y una extension final

de 72°C por 10 minutos.

Tabla I11. Cebadores OL1A y OL1B disefiados para la amplificacién del gen que

codifica para el canal de sodio dependiente de voltaje

Cebador Secuencia 5°-3° Temperatura Tamafo
de hibridacion esperado
(°C) (pb)
OL1A 5ACTCATTTCCATCATGGGCAGY 59,4 1415
OL1B 5 GGAATGCAAGAGACATCGCCAY 61,1
T929I
24pb-44ph MS19T 1419pb -1431pb
5' 3’
® ®
Oligonucledtido Seritido ﬁ 0 Oligonucleétido Antisentido
VA10M L1014F/S/H
OL1A OL1B

Figura 2. Representacion esquematica de la amplificacion utilizando los
oligonucledtidos OLA1 y OLB1. Los puntos negros indican la ubicacion de las
mutaciones mas comunes, relacionadas con la resistencia a piretroides. Se encuentra
sefialado el lugar donde se van a unir especificamente los cebadores y su tamafio.
Tomado de Lopéz y col., 2015.
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Tabla IV. Componentes de las mezclas de amplificaciéon mediante PCR con los

cebadores OL1A y OL1B

Componentes de la solucion de Concentracion o volumen final
reaccion
Master Mix 2X* 1X
Cebador sentido OL1A (10 uM) 0,8 uM
Cebador antisentido OL1B ( 10 uM) 0,8 uM
Cloruro de magnesio (25mmol/L) 1 mmol/L
Muestra de ADN 5 ul
Agua ultrapura Hasta completar el volumen final
VVolumen final 50 ul

* PCR Master Mix es una solucion premezclada (PROMEGA), que contiene 50 U/ml de Taq
ADN Polimerasa, 400 uM de cada dNTP, 300 mmol/L de MgCl, y tampones de reaccion.

4.5 Visualizacion mediante electroforesis en geles de agarosa de ADN genémico y
de productos amplificados por PCR

Se tomaron alicuotas de 5 ul de las muestras de ADN y se sometid a
electroforesis de agarosa al 1% para el ADN gendémico y 2 % para los productos de
amplificacion. Los geles de agarosa se prepararon de la siguiente manera: Se disolvio
1 o 2 g de agarosa en 100 ml de tampon Tris-Borato EDTA (TBE). La agarosa
disuelta se calent6 en microondas y luego en un vaso precipitado se le agregd un
colorante fluorescente marca invitrogen, SYBR Safe. Se sirvio 30 ml del gel liquido
en un molde con el peine del tamafio adecuado, dependiendo del nimero de muestras
y se dejo enfriar. Una vez polimerizado se retird el peine y se procedid a colocar el
gel en una camara de electroforesis horizontal Enduro XL de marca Labnet
International Inc. con fuente de poder integrada., el cual contenia el tampon TBE
0,5X. Luego con una micropipeta se tomd 10 pl de las muestras de ADN y se mezcld

con 3 ul de tampon de carga Blue/Orange Loading Buffer 6X de Promega,

20



posteriormente se carg6 la mezcla en los pocillos formados por el peine. Después se
tapd la camara y aplico una corriente de 80 voltios por 45 minutos. En el mismo gel
donde también estd un marcador molecular de 100 o 1000 pb marca Promega Ladder
DNA Marker para comparar el tamafio de los fragmentos esperados. Luego, el gel se
colocd en un transiluminador con luz UV y por fluorescencia se visualizaron los
fragmentos de ADN (Sambrook y Russell, 2006).
4.6 Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR fueron secuenciados automaticamente por la empresa
Macrogen Inc. Para esto fue necesaria la purificacion de 50 ul del producto, a los
cuales se le agregd 1 ul de acetato de amonio 7,5M y 125 ul de etanol absoluto.
Posteriormente se dejaron en hielo por 30 minutos. Luego se procedid a centrifugar
en 5 minutos a 15000 rpm. Se descarto6 el sobrenadante y se lavo con 100 pl de etanol
a 70%. Se dejo secar y finalmente se resuspendié en 30 pl de agua (Sambrook y
Russell, 2006). A la hora de enviar la muestra para su secuenciacion, se usaron 5 pl del
producto purificado en un tubo y otros dos con 5 pl de los dos cebadores, uno por
cada oligonucleotido. Una vez hecha la secuenciacion, Macrogen Inc envid dos
secuencias por cada muestra.
4.7 Analisis de secuencias

Inicialmente se realizd un andlisis BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), que compard las secuencias de nucledtidos obtenidas por secuenciacion con las
bases de datos de secuencias nucleotidicas del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnologica (NCBI), el cual contiene secuencias de canales de sodio de distintas

especies de Anopheles y calculd la importancia estadistica de las coincidencias. Con
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Clustal Omega, del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI), se realizd6 un
alineamiento multiple de secuencias, tanto de las obtenidas por la amplificacion con
los cebadores OL1A y OL1B, como de secuencias del segmento II del canal de sodio
dependiente de voltaje de diferentes Anopheles spp. guardas en la base de datos de
GenBank (Tabla V). Primero con el programa Bioedit version 7.2.5 se obtuvo una
imagen del alineamiento multiple de secuencia hecho por clustal omega, tanto de la
secuencia de nucleotidos, como de la prediccion aminoacidica. Con MEGA 7.0
(Kumar y col.,2016) se identificaron las regiones conservadas del mismo
alineamiento multiple, a su vez se obtuvo la matriz de porcentaje de identidad y los

arboles filogenéticos por el método del vecino mas cercano (Neighbor-joining).

Tabla V. Secuencias de ADN del canal de sodio voltaje dependiente de diferentes

Anopheles spp. usados en el alineamiento multiple

Especie Identificacion de secuencia
An. albimanus GenBank: KF137581.1
An. gambiae GenBank:Y13592.1
An. darlingi GenBank:JQ658981.1

GenBank:JQ658983.1
GenBank:JQ658985.1
GenBank:JQ658984.1
An. marajoara GenBank:JQ658986.1
GenBank:JQ658987.1
GenBank:JQ658988.1
GenBank:JQ658989.1
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5. Resultados

Se evaluaron mediante PCR 27 muestras, de todas ellas cuatro son adultos An.
albimanus proveidos por el insectario “Octavio Suarez” del IVIC. Adicionalmente, se
usaron 12 muestras de An. aquasalis colectados en el estado Sucre. Por otro lado 11
muestras, también de An. aquasalis, fueron colectadas en el estado Aragua. Estas
ultimas, después de colectadas, se sometieron a pruebas de bioensayos con la cual se

demostrd que eran resistentes a deltametrina, fenitotrion y malation.

1500

500

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa al 2%, de los productos de PCR
utilizando los cebadores OL1A y OL1B. Carril MM: marcador molecular de 100
pb, Carril 1. An7/8, Carril 2: An7/8’, Carril 3: AnF, Carril 4: AnF", Carril 5:
Aqmcey4112, Carril 6: Aqmey4112111, Carril 7: AqmeyS4112, Carril 8: Aqmey1222,
Carril 9: Aqmey1222111, Carril 10: Aqmey1212, Carril 11: Aqmey1212111, Carril 12:
Aqmey4122-1, Carril 13: Aqmey4122-1111, Carril 14: Aqmcy4122-2, Carril 15:
Aqmcy4122-2111, (ver anexos).

Al realizar las pruebas de PCR con los cebadores OL1A y OLIB, se esperaba

una amplificacion de 1415 pb. Sin embargo, una vez realizada la electroforesis de
agarosa de los productos de PCR (figura 3), se observd una banda de
aproximadamente 500pb en los carriles 3, 4, 6 y 9. Es importante destacar que este

resultado fue consistente en las muestras analizadas.
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En contraste no fue efectiva la obtencion de una amplificacion al realizar los
ensayos de PCR semi-anidado, basados en lo reportado en la literatura para la
amplificacion del segmento S6 del gen en An. gambiae, , utilizando la técnica descrita
por Martinez-Torres y col. en 1998. Los productos de PCR de 17 muestras fueron
enviados a Macrogen Inc. (Corea) para la secuenciacion automatizada de los mismos.

El andlisis BLAST de las muestras obtenias por secuenciacion mostrd que las
siguientes secuencias de nucledtidos son homologas con las del canal de sodio de
Anopheles spp., guardadas en la base de datos del NCBI: AqmcyS4112, Aqmey1222,
Aqmcey1222111, Aqmey1212, Aqmeyl1212111, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12. En el
caso de las muestras: An 7/8, AnF, AnF', Aqmcy4112, Aqmey4112111, Aqmey4122-1,
Aqmcy4122-1111, Aqmey4122-2, Aqmey4122-2111 la calidad de la secuencia obtenida
no permitié evidenciar alguna similitud con las secuencias del Nav.

El alineamiento (figura 5) permiti6 separar aquellas secuencias que mostraban
mutaciones puntuales en la posicion 1014 de las que mantenian el codon silvestre,
encontrandose 9 secuencias con la mutacion L1014F y 5 secuencias con la mutacion
L1014C, esto indica que de las 22 secuencias analizadas 64% representan aislados

resistentes de An. aquasalis, tanto del estado Aragua como de Sucre (Figura 4).

60% 50%

40%

m Silvestre L1014
B Resistente L1014F
Resistente L1014C

20%

% secuencias

0%

Total Aragua Sucre

Figura 4: Frecuencia de los codones silvestre y resistente en las muestras

analizadas.
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