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Resumen: Aedes aegypti es el principal vector de arbovirus como el Dengue. Actualmente, las
estrategias para disminuir la poblacion vectorial se basan en el uso de insecticidas como los orga-
nofosforados, organoclorados, carbamatos y piretroides los cuales han contribuido a disminuir la
poblacion vectorial, sin embargo, A. aegypti ha desarrollado resistencia a compuestos como la per-
metrina y la deltametrina la cual se ha asociado con la presencia de polimorfismos (SNP) en el gen
del canal de sodio dependiente de voltaje (VGSC), conocidos como mutaciones kdr, las cuales
bloquean la accion de los piretroides en el canal de sodio. En este estudio se genotipificaron las
mutaciones kdr L982W, S989P, A1007G e 11011M/V, mediante secuenciacion. Los resultados
muestran que la poblacion de A. aegypti analizada presenta un genotipo silvestre para las mutacio-
nes mencionadas, sugiriendo que en nuestra poblacion debe haber otras mutaciones kdr en distintos
dominios que estén confiriendo resistencia a 4. aegypti.

Palabras clave: Aedes aegypti, kdr, VGSC, resistencia, piretroides.

Abstract: Aedes aegypti is the primary vector of arboviruses such as Dengue. Currently, strategies
to reduce the vector population are based on the use of insecticides such as organophosphates,
organochlorines, carbamates, and pyrethroids, which have contributed to reducing the vector pop-
ulation. However, 4. aegypti has developed resistance to compounds like permethrin and deltame-
thrin, which has been associated with the presence of polymorphisms (SNPs) in the voltage-gated
sodium channel (VGSC) gene, known as kdr mutations, which block the action of pyrethroids on
the sodium channel. In this study, the kdr mutations L982W, S989P, A1007G, and 1101 1M/V were
genotyped through sequencing. The results show that the analyzed 4. aegypti population exhibits
a wild-type genotype for the mentioned mutations, suggesting that other kdr mutations in different
domains may be present in our population, conferring resistance to 4. aegypti.

Keywords: Aedes aegypti, kdr, VGSC, resistance, pyrethroids.
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INTRODUCCION

El mosquito A. aegypti es el principal vector de diversas enfermedades arbovi-
rales como el Dengue, el cual actualmente representa un problema severo de salud
publica a nivel mundial, (Rubio-Palis et al., 2023) con una estimacion de 390 mi-
llones de casos al afio (Bhatt et al., 2013). Particularmente, en la region de Las
Américas hasta la semana epidemiologica 49 del 2024, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) ha reportado 6, 649, 645 casos confirmados con 7, 466 defun-
ciones (PLISA, 2024).

México es un pais endémico de dengue, en donde la Direccion General de
Epidemiologia (DGE) a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica
(SINAVE) ha reportado 120, 931 casos, de los cuales 54, 530 son dengue con sig-
nos de alarma (DCSA) mas dengue grave (DG), con 362 defunciones hasta la se-
mana epidemioldgica 49 del 2024. Los estados con mayor tasa de incidencia son
Colima, Nayarit, Morelos y Baja California Sur, mientras que el estado de Sinaloa
se encuentra en el décimo lugar, con 4, 646 casos confirmados, de los cuales 2,745
son DCSA+DG, con 18 defunciones (SINAVE, 2024).

Con la finalidad de disminuir los casos de las virosis transmitidas por Ae. ae-
gypti, la OMS ha planteado diversas estrategias para el control vectorial, dentro de
las que destaca el uso de distintos insecticidas como los carbamatos, organofosfo-
rados, organoclorados y los piretroides (Bonnet et al., 2020). En particular, los in-
secticidas piretroides han sido ampliamente utilizados a nivel mundial para el con-
trol de Aedes spp., sin embargo, A. aegypti ha desarrollado resistencia a insectici-
das derivados de los piretroides como la permetrina (piretroide de tipo I) y la del-
tametrina (piretroide de tipo II), esto mediante mecanismos relacionados con la
presencia de mutaciones puntuales en el gen que codifica para el canal de sodio
dependiente de voltaje (VGSC), llamadas mutaciones knockdown resistance (kdr)
(Chen et al., 2020).

E1 VGSC estéd conformado por cuatro dominios (I-IV) unidos entre si de forma
intracitoplasmatica mediante un /inker y posee un extremo amino y carboxilo ter-
minal; cada uno de los dominios estd compuesto por 6 segmentos transmembrana-
les (S1-S6) (Figura 2) (Uemura et al., 2024).

A nivel molecular, los insecticidas piretroides interfieren en los canales de
sodio en la membrana de las neuronas del mosquito y producen una alteracién en
el estado abierto-cerrado del canal y por tanto en el transporte de los iones de sodio
(Devine y cols, 2008). Esto produce una entrada de iones constante hacia la neu-
rona y la consecuente despolarizacion permanente lo que provoca el derribo del
mosco (Bradberry y cols, 2005; Hotynska-Iwan y Szewczyk-Golec, 2020). Sin em-
bargo, diversos autores han reportado que los moscos han desarrollado resistencia
al derribo ante la aplicacion de piretroides (Moyes et al., 2017; Amelia-Yap et al.,
2018; Akhir et al., 2022), esto por diversos mecanismos dentro de los que destaca
la presencia de mutaciones kdr (Silver et al., 2014; Zhou et al., 2019, Chen et al.,
2020; Wuliandari et al., 2020; Naw et al., 2020).
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Hasta el momento, se han evidenciado 22 mutaciones kdr en los cuatro domi-
nios del VGSC de mosquitos del género Aedes (Figura 2E) (Uemura et al., 2024),
las cuales se han asociado con la resistencia a insecticidas piretroides (Pareja-
Loaiza et al., 2020). De estas mutaciones reportadas, cinco se encuentran dentro
del segmento 6 (S6) del dominio II: LI982W, S989P, A1007G, 11011M/V y
V1016G/I (Brengues et al., 2003; Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Islami et al.,
2018), siendo las mutaciones S989P y V1016G/I las mas estudiadas del dominio
IT y asociadas con el fenotipo de resistencia a insecticidas piretroides (Chen et al.,
2020 y Naw et al., 2020). No obstante, las mutaciones L982W (Brengues et al.,
2003), S989P (Islami et al., 2018), A1007G (Akhir et al., 2022) asi como la
[1011M/V (Saavedra-Rodriguez et al., 2007) del S6 del dominio II también han
sido reportadas y asociadas al fenotipo resistente; sin embargo, existe poca eviden-
cia que las asocie con la resistencia a insecticidas piretroides.

En México, se han evaluado las mutaciones V1016G/I en los estados de
Nuevo Ledn y Yucatan (Lopez-Monroy et al., 2018), asi como en Chiapas (Solis-
Santoyo et al., 2021), encontrando frecuencias alélicas variadas y asociando la pre-
sencia de dicha mutacion con el fenotipo resistente. Debido a que en un estudio
reciente de nuestro grupo de investigacion (datos no publicados) evidenciamos la
resistencia de A. aegypti a insecticidas piretroides, asi como la presencia de la mu-
tacion V10161 y a que actualmente, en la region Noroeste de México se carece de
informacion que evidencie la presencia de las mutaciones kdr L982W, S989P,
A1007G e 11011M/V del domino I del VGSC, nos planteamos analizar la presen-
cia de estas, con la finalidad de contribuir a dilucidar los mecanismos genéticos
implicados en la resistencia a insecticidas que impide el control de tan importante
vector.

Obtencion de muestras de A. aegypti y extraccion de ADN

Se seleccionaron 21 ejemplares de 4. aegypti con fenotipo resistente a insec-
ticidas piretroides que se analizaron mediante un bioensayo de resistencia en el afio
2020 en la ciudad de Culiacén, Sinaloa (datos no publicados). Los especimenes se
mantuvieron congelados a -70 °C hasta el momento de la extraccion de ADN, la
cual se llevo a cabo de manera individual mediante el método de sales.

Brevemente, cada mosco se macerd en un tubo de 1.5 mL con 500 uL de
Buffer Salino de Fosfatos 10X (PBS 10X) con ayuda de un pistilo macerador, se-
guido de una agitacion en vortex durante 10 segundos. El macerado se centrifugd
a 13,000 rpm durante 1 minuto. La pastilla se disolvio en 400 uL de solucion de
lisis (0.4M NaCl (Sigma), 10mM tris-HCI (Bio-Rad), pH 8 y 2Mm EDTA (Bio-
Rad) pH 8) y 40 pL de SDS (Bio-Rad) al 20%. Adicionalmente, se agregaron 15
uL de proteinasa k (Promega) a 10 mg mL™".

La muestra se incubd a 55 °C durante toda la noche. Posteriormente se agre-
garon 300 uL. de NaCl 6M a 60 °C y se agitd vigorosamente en vortex 30 s, seguido
de una centrifugacion a 13,000 rpm durante 20 min. El sobrenadante se transfiri6
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aun tubo de 1.5 mL y se le agreg6 un volumen igual de isopropanol frio homoge-
nizando suavemente mediante inversion. Las muestras se centrifugaron a 13,000
rpm durante 20 min y se descart6 el sobrenadante.

La pastilla se lavo con etanol frio al 80%, mezclando 4 veces por inversiones
suaves, seguido de una centrifugacion a 13,000 rpm durante 5 minutos. La pastilla
se secO a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente se homogenizo6 con
50 uL de agua libre de nucleasas (Promega). E1 ADN recuperado se incub¢ a 55
°C por una hora, y se almacen6 a -70 °C hasta su uso. Todas las muestras de ADN
fueron cuantificadas empleando un Nanodrop Lite® (Thermo Fisher Scientific).

Amplificacion y purificacion del segmento 6 del dominio II del VGSC

Para amplificar el segmento 6 del dominio II del VGSC se realizé una PCR
punto final siguiendo las especificaciones descritas por Leong et al. Brevemente,
cada amplificacion se realizé en un volumen final de 50 uL empleando el kit Go-
Taqg® Green Master Mix (Promega, USA), del cual se utilizaron 25 pL del Mix de
PCR y 15 pL de agua libre de nucleasas; 2.5 pL de cada oligo a una concentracion
de 10 pmol, sentido (5'-GGT GGA ACT TCA CCG ACT TC-3") y antisentido (5'-
GGA CGC AAT CTG GCT TGT TA-3") (Leong et al., 2019), como templado se
anadieron 10 ng de ADN de A. aegypti y agua libre de nucleasas como control
negativo de reaccion. El protocolo de PCR comenz6 con un precalentamiento a 95
°C por 2 min, seguidos por 35 ciclos a 95 °C por 30 s, 63 °C por 30 s, 72 °C por
30 sy 72 °C por 2 min como extension final. Los productos de PCR fueron visua-
lizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en tampon TAE (40
mM Tris pH 7.6, 20 mM &cido acético, | mM EDTA a pH 8) a 100 volts por 1 h;
pre-tefiidos con Safe-Red™ y observados en un transiluminador de luz UV (Mini-
UV, Bio-Rad). El tamafio del producto amplificado fue de ~581 pb.

La purificacion de los fragmentos amplificados se llevd a cabo empleando el
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para comprobar la purificacion se llevaron a cabo
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% pre-tefiidos con Safe-Red™ (abm, Ca-
nada) y observados en un transiluminador de luz UV (Mini-UV, Bio-Rad). Las
muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta ser enviadas a Macrogen Korea para
su secuenciacion.

Analisis de las secuencias

Las secuencias se sometieron a un analisis de identidad mediante un BLAST
en la base de datos del GenBank del Nacional Center of Biotechnology Information
(NCBI). Una vez confirmado que las secuencias obtenidas eran de la especie A.
aegypti, se procedié al depurado y armado de las secuencias consenso de las 21
muestras a partir de las secuencias sentido y reversa complementaria. Las 21 se-
cuencias consenso obtenidas se alinearon con las secuencias de referencia (Gen-
Bank: OK236520.2 y LC557556.1) las cuales tienen un genotipo silvestre para las
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mutaciones kdr analizadas en este estudio empleando el programa CLC Sequence
Viewer 8.0 de QIAGEN.

Para la obtencion de las secuencias de aminoacidos se llevo a cabo la traduc-
cion de las secuencias obtenidas en el estudio y se compararon con la secuencia de
aminoacidos generada a partir de la secuencia de referencia del genoma completo
de la cepa Liverpool (cepa silvestre) (GenBank: CH477310.1) empleando el pro-
grama CLC Sequence Viewer 8.0 de QIAGEN. Una vez realizados los alineamien-
tos, se analizaron para identificar los aminodacidos en las posiciones 982, 989, 1007
y 1011. Para llevar a cabo la identificacion de heterocigotos, se realiz6 la busqueda
de sefiales dobles en los electroferogramas de los alelos de interés mediante el pro-
grama Unipro UGENE.

Se obtuvieron 21 fragmentos de 581 pb del segmento 6 del dominio II del gen
VGSC purificados. A partir de estos fragmentos, se generaron 21 secuencias cuyos
alineamientos mostraron un 100% de identidad con dos secuencias registradas en
el GenBank (nimeros de acceso: OK236520.2 y LC557556.1) de la especie 4. ae-
gypti (Figura 1A).

El andlisis de las secuencias evidencio que los especimenes de 4. aegypti eva-
luados presentan un genotipo silvestre para las mutaciones kdr L982W, S989P,
A1007G e 11011M/V, debido a que en las secuencias nucleotidicas se encontraron
los tripletes TTA, TCC, GCC y ATA, al igual que en la secuencia de referencia
del genoma completo de la cepa Liverpool (cepa silvestre) registrada en el Gen-
Bank (nimero de acceso: CH477310.1), los cuales codifican para los aminoacidos
Leucina, Serina, Alanina e Isoleucina, en las posiciones 982, 989, 1007 y 1011,
respectivamente (Figura 1B).

Al realizar el analisis detallado de los electroferogramas de las 21 secuencias
obtenidas, se evidencio que los alelos 982 (Figura 2A), 989 (Figura 2B), 1007 (Fi-
gura 2C) y 1011 (Figura 2D) presentaban un genotipo homocigoto silvestre, al
presentar una sefal sencilla en las bases nucleotidicas correspondientes a las mu-
taciones kdr. Estos hallazgos evidencian que la poblacion de 4. aegypti de Culia-
can Sinaloa, analizada en este estudio no es portadora de las mutaciones kdr
L982W, S989P, A1007G e I11011M/V. El desarrollo de resistencia a insecticidas
piretroides por parte de A. aegypti ha dificultado tener un control sobre el vector,
permitiendo asi la transmision de arbovirus como el dengue, el cual representa un
serio problema de salud a nivel mundial (Sumita et al., 2023), por ello diversos
investigadores se han enfocado en dilucidar los mecanismos implicados en la re-
sistencia a insecticidas adquirida por 4. aegypti ante la exposicion prolongada a
dichos agentes quimicos.
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Figura 1. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del segmento 6 del Dominio II del VGSC de 4. aegypti resistentes a piretroides.
A) Secuencias nucleotidicas. Se observa un 100% de identidad en el alineamiento de la secuencia consenso de 518 pb de las 21
secuencias obtenidas de las muestras Ael-Ae21 comparadas con las secuencias de referencia con genotipo silvestre (GenBank:
0K236520.2 y LC557556.1). B) Secuencias aminoacidicas. Se puede observar que las posiciones 982, 989, 1007 y 1011 corres-
ponden a los aminoacidos leucina (L), serina (S), alanina (A) e isoleucina (I), codificados por los codones TTA, TCC, GCCy ATA
respectivamente, evidenciando un genotipo silvestre en todas las muestras evaluadas. El alineamiento fue realizado con la secuencia
de aminoacidos predicha a partir de la secuencia nucleotidica consenso de las muestras Ael-Ae21 y la secuencia de aminoacidos
proveniente de la secuencia de referencia del genoma completo de la cepa Liverpool (cepa silvestre) (GenBank: CH477310.1), con
los segmentos AAEL004612, AAEL008297 y AAEL006090 (Vector-Base). Alineamientos realizados con el programa CLC se-
quence viewer de QTAGEN.

Uno de estos mecanismos es la presencia de mutaciones kdr en el gen VGSC,
las cuales se han relacionado con la resistencia a insecticidas piretroides como per-
metrina y deltametrina. Se ha descrito que las principales mutaciones relacionadas
con el fenotipo resistente son la S989P, V1016G/I, F1534C, y recientemente la
V410L (Tokponnon et al., 2024). Sin embargo, se han reportado otras mutaciones
kdr que se asocian al fenotipo resistente en diversas partes del mundo, como las
que se describen para el segmento 6 del dominio II del gen VGSC y que se anali-
zaron en este estudio: L982W, A1007G e 1101 1M/V.

La genotipificacion de dichas posiciones en 4. aegypti capturados en Culia-
can, Sinaloa, evidencia que la poblacion analizada presenta un genotipo silvestre
en todos los alelos evaluados, a pesar de tener un fenotipo resistente a insecticidas
piretroides. En un estudio realizado en Arabia Saudita, se evidencié que al igual
que en nuestra poblacion, A. aegypti no presentd la mutacion L982W (Mashlawi
et al., 2022). Estos hallazgos discrepan de lo reportado en Vietnam, en donde ob-
tuvieron una frecuencia alélica del 59.2% para el alelo mutado W982, encontrando
una correlacion positiva entre la susceptibilidad y la frecuencia de dicho alelo (Ka-
wada et al., 2023).
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Figura 2. Genotipificacion de mutaciones kdr L982W, S989P, A1007G e [1011M/V y estructura del VGSC. Se muestra una imagen
representativa de cada alelo analizado en los 21 electroferogramas obtenidos para las muestras Ael-Ae21. Los electroferogramas
de los alelos A) 982, B)989, C)1007 y D)1011 mostraron que todas las secuencias correspondian al genotipo homocigoto silvestre,
al evidenciar una sola sefial en el electroferograma en las bases de interés. Electroferogramas analizados en el programa Unipro
UGENE. E) Estructura del VGSC y posicion de las mutaciones kdr. El VGSC esta conformado por cuatro dominios (I-IV) unidos
entre si de forma intracitoplasmatica con un extremo amino y uno carboxilo terminal; cada uno de los dominios esta compuesto por
6 segmentos transmembranales (S1-S6). Los segmentos S1, S2 y S3 (azul) presentan principalmente cargas negativas, mientras que
el dominio S4 (amarillo) tiene funcion de sen-sor de voltaje gracias a los aminoacidos de carga positiva que posee, y los segmentos
S5 y S6 (verde) forman el poro del canal. Entre el dominio III y I'V estd una secuencia aminoacidica llamada IFM que funge como
puerta de inactivacién que bloquea el poro del canal (Wakeling et al., 2012). Las mutaciones kdr que se han reportado para 4.
aegypti se encuentran representadas con un circulo en cada segmento, los circulos de color amarillo son las posiciones de las muta-
ciones evaluadas en este estudio. Figura modificada de Saavedra-Rodriguez et al., 2018 adaptada en BioRender.

Diversos investigadores han evidenciado la presencia de la mutacion S989P
sola o en presencia de otras mutaciones como V1016G y F1534C en paises como
Malasia (Leong et al., 2019; Akhir et al., 2022), Nigeria (Fagbohun et al., 2022),
Arabia Saudita (Mashlawi et al., 2022), Mauritania (Ould-Lemrabott et al., 2023),
Iran (Enayati et al., 2024), entre otros, todos con distintas frecuencias de los alelos
mutados. A diferencia de los estudios anteriores, en nuestra poblacion se evidencio
un genotipo silvestre para la mutacion S989P en todos los ejemplares de 4. aegypti
evaluados, tal como lo reportado en Vietnam en 2018 (Nguyen et al., 2018).

La mutacién A1007G ha sido reportada en paises como Malasia donde se en-
contrd en pequefias proporciones de su poblacién en combinacidén con las muta-
ciones S989P, V1016G y F1534C, y fue relacionada con la resistencia a insectici-
das piretroides (Zuharah y Sufian, 2021 y Akhir et al., 2022); asimismo, ha sido
reportada en Vietnam en combinacién con la mutacion P1558C (Nguyen et al.,
2018). Por el contrario, en las muestras evaluadas en nuestro estudio, se encontro
el genotipo silvestre para la posicion 1007. En cuanto a la mutacion [1011M/V ha
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sido reportada en algunos paises como México, en donde se encontraron frecuen-
cias variadas, por ejemplo, 0.188 en la poblacién de Huehuetan y 0.193 en Huixtla,
ambas ubicadas en el estado de Chiapas (Saavedra-Rodriguez et al 2007). Sin em-
bargo, en este estudio, no encontramos alelos mutados para la posicion 1011, por
lo que la poblacion evaluada se mantiene silvestre para dicha mutacion, lo que es
similar a lo reportado en Vietnam, en donde no encuentran alelos mutados para
dicha posicion (Kawada et al, 2009).

Como hemos evidenciado en este estudio, nuestra poblacion de 4. aegypti
mantiene un genotipo silvestre para las mutaciones kdr L982W, S989P, A1007G
e [1011M/V, a pesar de presentar resistencia a los insecticidas piretroides perme-
trina y deltametrina, esto nos indica que seguramente la poblacidon vectorial pre-
senta otras mutaciones asociadas con la resistencia que no han sido evaluadas en
este estudio, como la V410L, V1016G/I y F1534C. Por ello, es pertinente, analizar
los dominios I, III y IV del VGSC en futuras investigaciones para contribuir con
estudios que ayuden a dilucidar los mecanismos implicados en el desarrollo de la
resistencia en 4. aegypti y asi implementar mejores técnicas de control vectorial
disminuir la epidemia de dengue a nivel mundial.

Los resultados del anélisis de secuencias revelaron una dominancia completa
del genotipo silvestre para las mutaciones L982W, S989P, A1007G y I1011M/V
del gen VGSC en la poblacion resistente a insecticidas piretroides de Culiacan,
Sinaloa; demostrando que la presencia de estas mutaciones kdr no estd asociada
con la resistencia a insecticidas piretroides en los ejemplares de 4. aegypti evalua-
dos.
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