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Resumen

La principal estrategia para controlar brotes epidémicos de arbovirosis, tal como el dengue, se
basa en el uso de insecticidas para disminuir la prevalencia del vector Aedes aegypti; sin embargo,
en los ultimos anos los casos de dengue han aumentado considerablemente y se tiene la hipdtesis
de que este aumento se atribuye a la resistencia a los insecticidas que el vector desarrolla con el
pasar del tiempo. El objetivo de esta investigacién fue determinar la expresion génica de tres genes
relacionados a Glutation-S-transferasas en la resistencia a piretroides observada en poblaciones de
Aedes aegypti de América Central y Republica Dominicana. Para el presente estudio se seleccionaron
las poblaciones de El Carmen, Costa Rica y Villa Consuelo, Reptblica Dominicana, con respecto a los
resultados de los bioensayos con compuestos sinergistas realizados en el Laboratorio de Entomologia
Médica y Malaria, CES; los cuales dan indicios de un potencial rol de las Glutatién-S transferasas
en la resistencia a piretroides. Se realizaron extracciones de ARN, geles de integridad para evaluar
la integridad de las muestras extraidas y sintesis de ADNc.

Para evaluar la expresion génica se buscé optimizar los cebadores de los genes GSTe2, GSTeb
y GSTe7. Unicamente se consiguié optimizar los cebadores del gen GSTe2, con una eficiencia de
105.90 % y R? de 0.9987. Al realizar la cuantificacion génica se observo significancia en la sobreex-
presion el gen GSTe2 en la poblacion de El Carmen, Costa Rica resistente a permetrina; mientras
que para la poblacion de El Carmen, Costa Rica resistente a deltametrina no se present6é una sobre-
expresion significativa. Lo que nos permite concluir que bajo las condiciones de esta investigacion,
el gen GSTe2 tiene un potencial rol solamente en la poblacién de El Carmen, Costa Rica resisten-
te a permetrina. Respecto a la poblacion Villa Consuelo, Repiblica Dominicana tanto resistente a
deltametrina como a permetrina, no se determiné que la sobreexpresion del gen GSTe2 fuera signi-
ficativa, por lo que no fue posible determinar el rol de las Glutation-S transferasas en la resistencia
a piretroides.

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, se recomienda redisenar los cebadores para
los genes GSTeb y GSTe7, para que posteriormente sea posible determinar si estos juegan un papel
importante en la resistencia a piretroides en Ae. aegypti. Asimismo, se recomienda secuenciar el gen
GSTe2 presente en la poblacion de El Carmen, Costa Rica y determinar las posibles mutaciones del
gen que podrian estar implicadas en la resistencia metabdlica a piretroides, para luego poder validar
el gen como un marcador molecular.
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CAPITULO 1

Introduccién

El vector Aedes aegypti (Ae. aegypti) es un mosquito distribuido en regiones tropicales y subtro-
picales (CDC, 2016), su ciclo de vida consiste en cuatro estadios, huevo, larva, pupa y adulto. Los
huevos de este mosquito tienen la caracteristica de ser altamente resistentes a condiciones hostiles,
tales como temperaturas altas, contaminacion, entre otros (Kweka, Baraka, Mathias, et al., 2018).
Ademaés, es importante mencionar que (Ae. aegypti) es el principal vector de arbovirosis, tal como
dengue (Jassen, 2010) y representa la fuente principal de transmision de esta enfermedad; por lo
que la principal estrategia para controlar los brotes epidémicos es utilizar insecticidas, tales como
piretroides; con el fin de disminuir la prevalencia del vector y de esta forma disminuir la transmision
del virus (OPS, s.f.). A pesar de los intentos de disminuir el nimero de casos de dengue, este aumenta

todos los afios y causa cientos de muertes, representando un problema a nivel de salud puablica (OPS,
2021).

Algunos autores le atribuyen este aumento en los casos de dengue a la creciente resistencia a
insecticidas2 en el vector (Paul, Harrington y Scott, 2006). Existen distintos mecanismos de resis-
tencia y uno de los principales mecanismos es la resistencia metabélica, ya que es el mecanismo
de resistencia mas comin y desafiante en comparaciéon con otros mecanismos. Este mecanismo se
asocia a la sobreexpresion en genes que codifican enzimas detoxificantes como las Glutatiéon-S tran-
ferasas (Fagbohun, Idowu, Olakiigbe, et al., 2020). Es por ello que el objetivo principal de esta
investigacion fue determinar la expresion génica de tres genes, que pertenecen a la familia de las
Glutation-S-transferasas, en la resistencia metabolica a piretroides de Aedes aegypti.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Determinar la expresion génica de Glutation-S-transferasas en la resistencia metabolica a pire-
troides de Aedes aegypti.

2.2. Objetivos especificos

= Determinar si los genes GSTe2, GSTeb y GSTe7 se sobreexpresan en poblaciones silvestres de
Aedes aegypti resistentes a permetrina.

= Determinar si los genes GSTe2, GSTeb y GSTe7 se sobreexpresan en poblaciones silvestres de
Aedes aegypti resistentes a deltametrina.



CAPITULO 3

Justificacién

Aedes aegypti es el vector de dengue con mayor prevalencia a nivel mundial. En las tdltimas
décadas, se ha observado un aumento global en la distribucién del mosquito, asi como en la incidencia
de arbovirosis (Jassen y Beebe, 2010). Segtn Sanchez (2019), el nimero real de casos de dengue se
encuentra mal clasificado, sin embargo, se estima que anualmente se producen 390 millones de
infecciones por dengue mundialmente; de los cuales 96 millones se clasifican clinicamente.

Debido a que no existe un tratamiento especifico o una vacuna aprobada contra el virus del
dengue (Centers for Disease Control and Prevention [CDC], 2021), la forma més sencilla y eficiente
de controlar los brotes epidémicos de esta enfermedad se basa en el control del mosquito por medio
del uso de insecticidas (Moyes, et al., 2017). Con la introduccion de insecticidas sintéticos, como los
piretroides, se redujo considerablemente la prevalencia del dengue (OPS, s.f.). Sin embargo, en 2019,
en América el dengue alcanzé el mayor numero de casos registrados en la historia, con mas de 2.7
millones de casos, incluyendo 22,127 casos graves y 1,206 muertes reportadas (OPS, 2019).

Multiples estudios han buscado identificar los mecanismos de resistencia que han desarrollado
los mosquitos con el pasar del tiempo; como Liu (2015), plantea que el aumento en la actividad de
enzimas detoxificantes de los insecticidas y la disminucién de la sensibilidad de las proteinas objetivo
son los responsables de la resistencia a los insecticidas. Ademas, se ha evidenciado que la resistencia
metabolica mediada por enzimas es uno de los principales mecanismos de resistencia a insecticidas
en mosquitos (Schluep y Buckner, 2021); especificamente, en Ae. aegypti este tipo de resistencia se
ha asociado con actividad elevada o sobreexpresion de los citocromos P450 (P450s, por sus siglas en
inglés), carboxilesterasas (CCE, por sus siglas en inglés) y glutation-S-transferasas (GSTs, por sus
siglas en inglés) (Fagbohun, et al., 2020).

El grupo de genes implicado en la resistencia metabolica més caracterizado a nivel molecular
ha sido los citocromos P450 (French, et al., 2013), mientras que para GSTe mayormente se han
realizado investigaciones utilizando bioensayos con componentes sinergistas o a nivel enzimaético,
tal como el estudio de Lumjuan, et al. (2011) donde identificaron que altos niveles de GSTs estan
asociados con la resistencia a paration, piretroides, tetraclorovinfos, malation y DDT. Otro estudio
en poblaciones de Ae. aegypti de Pakistan detecté un aumento en la actividad enzimatica de las GSTs
en poblaciones de campo resistentes a piretroides en comparaciéon con una cepa de laboratorio no
expuesta a los insecticidas; ya que los niveles elevados de GTSs introducen resistencia por secuestro
o metabolismo directo de insecticidas (Nawaz, et al., 2021). Es por ello que conocer la actividad
de GTSs en poblaciones de Ae. aegypti de Costa Rica y Reptublica Dominicana es importante para
guiar las intervenciones que utilizan insecticidas como el control de vectores.



CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Arbovirosis

Las arbovirosis son un grupo de enfermedades causadas por arbovirus o virus transmitidos por
artropodos, como mosquitos del género Aedes, moscas y pulgas (Ogunlade, et al., 2021); Alarcon-
Elbal, et al. (2017) mencionan que estas enfermedades, aunque tienen una distribuciéon mundial,
presentan una mayor incidencia en regiones tropicales y subtropicales; por lo que constituye uno de
los principales problemas de salud publica en la Region de las Ameéricas (Espinal, et al., 2019).

Betancourt y Falcon (2020) mencionan que existen més de 70 arbovirus conocidos capaces de
causar alguna enfermedad en humanos y algunos autores dividen a los arbovirus en 3 principales
familias; Bunyaviridae, donde se encuentra el virus de la Encefalitis de La Crosse, Hantavirus y
Fiebre Orepuche, Flaviviridae, donde se encuentra el Virus del Dengue (DENV), el virus de la
Fiebre Amarilla y el Virus del Zika (ZIKV), por dltimo, encontramos a la familia Togaviridae,
donde pertenece el Virus Chinkungunya (CHIKV) y el Virus de Mayaro (Arredondo-Garcia, Méndez,
Herrera y Medina-Cortina, 2016).

Las arbovirosis suelen presentarse de forma epidémica y son similares en sus cuadros clinicos;
constituyen un sindrome que puede ser febril o exantematico (erupciones generalizadas (Fernandez,
et. al, 2017)); otros sintomas frecuentes son dolores de cabeza, dolor corporal y manifestaciones en las
articulaciones. Ademas, es importante tomar en cuenta que cualquier infeccién por arbovirus puede
ser asintomatica u oligosintomética y pueden presentarse junto con otras infecciones, por lo que el
diagnostico diferencial es complejo y dificultoso (Pan American Health Organization [PAHO], 2017).
Muchas arbovirosis se diagnostican mediante técnicas serologicas como ELISA, en donde se mide
la presencia de anticuerpos contra el virus; sin embargo, esta técnica puede dar resultados erréneos
y no es util para diagnosticar la infeccion en fases agudas (Betancourt y Falcon, 2020). Con los
avances tecnoldgicos y de la biologia molecular, se han desarrollado nuevas técnicas de diagnoéstico
de multiples enfermedades, incluidas las arbovirosis y se ha descrito la RT-PCR como la técnica méas
utilizada, por su alta especificidad (Pereira-Palacio, et al., 2018).

Las arbovirosis mas importantes desde el punto de vista de salud publica son Dengue, Chin-
kungunya y Zika (Betancourt y Falcon, 2020); por lo que estas se describiran con mas detalle a
continuacion.



4.1.1. Dengue

El dengue es una arbovirosis causada por el Virus del Dengue (DENV), el cual pertenece a
la familia Flavivviridae, género Flavivirus; hasta el momento se han identificado cuatro serotipos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) (Martina, Koraka y Osterhaus, 2009). Salles, et al. (2018)
senalan que este patdgeno es un virus envuelto con simetria icosahedral, con un genoma constituido
por una cadena de ARN positivo y 10.8 kb de longitud.

En los ultimos anos, las infecciones por dengue han aumentado a nivel mundial, representado
una morbilidad y mortalidad significativa. Causan un amplio espectro de manifestaciones clinicas,
desde un estado asintomético hasta cuadros severos con disfuncion organica y muerte. Existen una
forma leve del dengue, conocida como dengue clésico; el cual se caracteriza por un inicio agudo de
fiebre asociado con dolor de cabeza, artralgia grave y mialgia, y también existen formas méas graves
como la fiebre hemorragica del dengue y el Sindrome de shock por dengue (Jayarajah, Lahiru, De
Zoysa y Seneviratne, 2021).

Segin la Organizacion Panamericana de la Salud [OPS] (2015), la situacion epidemiologica del
dengue sigue siendo extremadamente compleja e inestable; en América, entre 2000 y 2014 se regis-
traron 14.2 millones de casos y 7,000 muertes a causa del dengue. La Actualizacion Epidemiologica
de 2021 (OPS, 2021), indic6 que ese afio se notificaron un total de 1,173,674 casos de dengue con 387
muertes en la Region Americana, con una tasa de incidencia de 118 casos por cada 100,000 habitan-
tes. Ademas, la OPS (2015) menciona que los cuatro serotipos del DENV se encuentran circulando
en las Américas, por lo que aumenta el riesgo de casos graves; ya que la infecciéon por un serotipo
produce inmunidad permanente contra la reinfeccion por ese serotipo, pero la infeccién sucesiva con
dos serotipos diferentes es un factor de riesgo para desarrollar las formas graves de la enfermedad
(OPS, s.f.). Es importante mencionar que la transmision del dengue se da principalmente por la
picadura del mosquito Ae. aegypti y Ae. albopictus (Higa, 2011).

En cuanto a la patogénesis del DENV, luego de que este ingresa al organismo, prolifera en el
sistema monocito-fagocito e ingresa a la circulacion, provocando la primera viremia; luego coloniza
el sistema reticuloendotelial y el tejido linfoide. Este se replica en células mononucleares de sangre
periférica, macrofagos en tejidos y células Kupffer en el higado y vuelve a entrar a circulaciéon, para
causar la segunda viremia. E1 DENV se une a anticuerpos especificos producidos por el cuerpo para
formar complejos inmunes que activan los sistemas de complemento y coagulaciéon, dando paso a
un aumento en la permeabilidad vascular, permeabilidad, vasodilataciéon, congestion, extravasacion
de proteinas plasmaticas y componentes sanguineos tangibles; causando cambios patofisiologicos.
Ademas, el virus también inhibe la produccién de leucocitos y plaquetas en la médula 6sea, pro-
vocando leucopenia y trombocitopenia. Sin embargo, la patogenia del dengue grave atn no se ha
dilucidado por completo debido a la falta de modelos animales ideales, pero es bien sabido que los
factores virales y del huésped, tormenta de citoquinas y la variacion de la virulencia viral debido a la
infeccion secundaria por DENV, juega un papel esencial en la patogenia del dengue grave (Fuchun,
et al., 2021).

Actualmente no se cuenta con un tratamiento antiviral contra el DENV, por lo que el tratamiento
gira en torno a aliviar los sintomas que se presenten; recientemente la FDA aprobo la vacuna Deng-
vaxia para su uso en ninos de 9-16 anos que vivan en areas donde el dengue es comin y que tengan
evidencia de una infeccion previa por virus del dengue confirmada por laboratorios clinicos, ya que en
ninos que no han tenido dengue, la vacuna aumenta el riesgo de enfermedad grave y hospitalizacion
si contraen dengue después de recibir la vacuna (CDC, 2021). Esto representa un gran desafio ya
los cuatro serotipos del virus del dengue estan presentes en las Ameéricas y la cocirculacion de los
cuatro fue reportada en Brasil, Guatemala y México en 2019. La circulacon de dos o mas serotipos
aumenta la ocurrencia de casos graves de la enfermedad (OPS, 2019)



4.1.2. Chinkungunya

Es una arbovirosis que fue descrita por primera vez durante un brote registrado en el sur de
Tanzania en 1952 y su nombre proviene del idioma malonde que significa “postura retorcida”; es
causada por virus de la familia Togaviridee(OMS, 2020). Vu, Jungkind y LaBeaud (2017) mencionan
que el CHIKV cuenta con un genoma que consiste en ARN de sentido positivo y una longitud de
11.8 kb.

La OPS (s.f) indica que los sintomas de la infeccion por CHIKV comienzan entre 4-8 dias después
de la picadura del mosquito; el sintoma méas comun es la apariciéon de fiebre repentina, acompanada
de dolor de articulaciones, dolor muscular, dolor de cabeza, nauseas, fatiga y erupciones cutaneas.
Actualmente aiin no existe una vacuna o tratamiento con medicamentos antivirales para esta infec-
cién, por lo que el tratamiento se centra en aliviar los sintomas que se mencionaron anteriormente
(CDC, 2014). Ademés, menciona que los casos de muerte a causa de Chikungunya son muy raros y
casi siempre se encuentran relacionados con otros problemas de salud existentes.

En cuanto a la transmision de esta arbovirosis esta se da a través de la picadura de mosquito Aedes
aegypti y Aedes albopictus (OPS, s.f.). Pruss-Navarrete, Lucas-Mendoza y Mendoza-Rodriguez (2016)
remarcan que por el momento no se han registrado casos donde la madre transmita el CHIKV al bebé
durante el periodo de gestacién o lactancia; sin embargo, se ha documentado transmisién materna
al recién nacido cuando la madre presenta fiebre dias antes o al momento del parto, por lo que la
cesarea no evita la transmision del virus. Es por ello que las mujeres gestantes con Chinkungunya
son un grupo de riesgo.

En 2013 se document6 el primer brote en las Ameéricas (Organizacion Mundial de la Salud [OMS],
2020) y desde entonces se ha monitoreado la prevalencia del virus, por ejemplo, en 2021 se registraron
131,630 casos de Chikungunya y 11 muertes en 14 paises pertenecientes al continente americano;
con una incidencia de 13 casos por 100,000 habitantes. Sin embargo, el 99 % de los casos registrados
durante 2021 fueron notificados en 3 paises: Brasil con 127,487 casos (97 %), Guatemala con 1951
casos (1.5 %) y Belice con 737 casos (0.6 %) (OPS, 2021).

En cuanto a la patogenia del CHIKV, después de ingresar al torrente sanguineo a través de la
picadura del mosquito, el CHIKV se replica en los sitios de inoculacién en fibroblastos y macréfagos;
el virus se propaga por medio de los vasos linfaticos hacia el torrente sanguineo, lo que permite la
diseminacion a varios sitios de replicaciéon (6rganos linfoides, piel y tejidos como misculos, articula-
ciones periféricas y tendones), pero también en cerebro e higado en casos mas graves. La replicacion
del CHIKYV en tejidos periféricos da como resultado cargas virales séricas notablemente altas y per-
mitiendo que el CHIKV se pueda transmitir facilmente a los mosquitos a través de la sangre de
individuos contagiados (Silva y Dermody, 2017).

4.1.3. Zika

El Zika es una arbovirosis causada por el Virus del Zika (ZIKV) el cual pertenece a la familia
Flaviviridae; es un virus de ARN monocatenario y es transmitido a humanos, principalmente por
picaduras del mosquito Ae. aegypti; por contacto sexual con individuos contagiados, de la madre
al feto durante el embarazo, trasplante de 6rganos e incluso transfusiones de sangre. Su nombre se
deriva del Bosque Zika en Uganda, donde el virus se identificé por primera vez en 1947 en un mono
y los primeros casos en humanos se describieron en 1952 en Uganda y Tanzania (Pergolizzi, et al.,
2021 y OMS, 2018).

Segin el CDC (2019), muchas de las personas infectadas con el ZIKV no manifiestan sintomas
o solo presentaran sintomas leves, los cuales abarcan fiebre, sarpullido, dolor de cabeza, dolor de
articulaciones, conjuntivitis y dolor muscular; sin embargo, durante el embarazo, el ZIKV puede
causar defectos congénitos graves en el neonato como microcefalia, articulaciones con limitaciones



de movimiento y tejido cerebral disminuido (CDC, 2016). Ademas, la OMS (2018) remarca que
la infeccion por ZIKV también se ha asociado con complicaciones en el embarazo como el parto
prematuro, aborto espontdneo y muerte intrauterina. Al igual que en las arbovirosis mencionadas
con anterioridad, para el Zika no existe un tratamiento ni para las enfermedades a las que se asocia;
por lo que los tratamientos se basan en medicamentos comunes para tratar el dolor y la fiebre.

A pesar de que el virus del Zika se reporté en Uganda desde 1947, fue hasta en 2014-2015 cuando
se reporto el primer caso en Brasil, donde se estimaron 4.1 millones de casos (Cucunubé, et al., 2016).
Pergolizzi y colaboradores (2021) mencionan que desde esta fecha el ZIKV se expandi6 rapidamente,
causando brotes epidémicos en 87 paises; se estimd que para ese ano se presentaron alrededor de 1.3
millones de casos. En 2021, se notificaron un total de 18,804 casos de Zika, incluidas dos muertes en
toda la Region de las Américas. La mas alta proporciéon de casos se registraron en Brasil con 15,903
casos, seguido de Guatemala con 1,902 casos y Paraguay con 474 casos (OPS, 2021).

En cuanto a la patogenia del virus atn se desconocen los mecanismos exactos, pero se cree que
al ingresar a las células objetivo por medio de endocitosis el virus utiliza los receptores de tirosina
quinasa para promover la uniéon del virus a las células T, macrofagos, NK inmaduras, células de
Sertoli en testiculos, células del epitelio pigmentario de la retina y endoteliales. Tras la liberacion
del genoma viral en el citoplasma, se establece la replicacion del ARN viral por medio del modulo
no estructural del genoma viral y estudios recientes han demostrado que de manera similar a otros
flavivirus como DENV, la infeccién por ZIKV en fibroblastos de piel o células progenitoras neurales
humanas inducen reordenamientos del reticulo endoplasmatico, dando paso a paquetes de vesiculas
y cisternas que contiene particulas de virus denominadas bolsas de virus (Chiramel y Best, 2018).

4.2. Vectores de arbovirosis

Segun la OMS (2020), un vector es un organismo capaz de transmitir patogenos infecciosos entre
personas o de animales a personas. Generalmente son insectos hematofagos que ingieren los patogenos
junto con la sangre de un portador infectado y posteriormente transmiten el microorganismo a un
nuevo portador, una vez replicado el patogeno; cuando el vector ya es infeccioso, puede transmitir
el patogeno por el resto de su vida en cada picadura o ingestién de sangre posterior.

Padilla, et al. (2017) mencionan que los vectores de arbovirosis mas conocidos son los mosquitos,
por ejemplo el mosquito Ae. aegypti. Autores indican que tanto mosquitos como las garrapatas son
considerados los principales vectores de arbovirosis de importancia médica y veterinaria; se sabe
que las garrapatas transmiten una mayor cantidad de arbovirosis en comparacion con los mosquitos,
probablemente porque absorben una mayor cantidad de sangre y el tiempo que pasan unidos al
hospedero (Viglietta, Bellone, Blisnick. Y Failloux, 2021). Jones, Kulkarni, Davidson y Talbot (2020),
mencionan que los mosquitos del género Aedes, Culex y Anopheles se encuentran entre los vectores
arbovirales més prevalentes alrededor de todo el mundo.
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Figura 4.1: Distribucién global de los principales géneros de mosquitos vectores de arbovirosis.
(Viglietta, Bellone, Blisnick, y Failloux, 2021)

Tal como se observa en la Figura 4.1, en la Regiéon de las Américas los mosquitos Aedes se en-
cuentran ampliamente diseminados; como Robles, Ortega y Huerta (2020) mencionan que la especie
Ae. aegypti transmite el DENV, ZIKV y CHIKV, principales arbovirosis en América (Betancourt y
Falcon, 2020); por lo que a continuacion se describird con detalle a la especie Ae. aegypti.

4.2.1. Aedes aegypti

Aedes aegypti es un mosquito perteneciente al orden Diptera, familia Culicidae, del género Aedes
y se encuentra distribuido globalmente en regiones tropicales y subtropicales (OECD, 2018). Es
el principal vector de multiples enfermedades en humanos, incluyendo chikungunya, dengue, fiebre
amarilla y Zika (CDC, 2016). Arredondo-Garcia y colaboradores (2016) mencionan que se cree que
esta especie de mosquito arrib6 de Africa a América con la llegada de los primeros europeos al
continente americano.

En cuanto a la descripciéon del organismo, este es un mosquito negruzco de tamano mediano, de
tres o cuatro milimetros de largo; es facilmente reconocible por su patréon de escamas en forma de
lira de color blanco plateado en su escudo. Los segmentos 1 a 4 de los tarsos poseen anillos blancos
basales antes, el segmento 5 es completamente blanco; ademas, las hembras son méas grandes que los
machos y se distinguen por pequefios palpos con escamas plateadas o blancas en la punta (Public
Health Vectors and Pests, s.f.), tal como se observa en la Figura 4.2. Robles, et al. (2020) sefiala
que los machos de esta especie consumen néctar de plantas, mientras que las hembras se alimentan
de sangre preferentemente humana; ya que estas requieren de los nutrientes de la sangre para la
produccion de huevos y ovoposicion.
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Figura 4.2: Morfologia del adulto hembra de Ae. aegypti.
(Rossi y Almiron, s.f.)

Ciclo de vida

El ciclo de vida del mosquito Ae. aegypti inicia con la hembra adulto poniendo huevos en las
paredes internas de recipientes con agua; los huevos se adhieren a las paredes de los recipientes
como si tuvieran pegamento y pueden sobrevivir secandose por hasta 8 meses; todo el ciclo toma
aproximadamente entre 7-10 dias para que un huevo se convierta en mosquito adulto, Figura 4.3
(CDC, s.f).

Segun Rogers (2019), luego de que los huevos eclosionan, las larvas de Aedes viven en el agua,
generalmente colgando boca abajo y utilizan un sifén respiratorio corto y grueso para tomar oxigeno
del aire sobre el agua. Las larvas maduran a través de cuatro estadios, en la dltima se convierten
en pupas o crisalidas y posteriormente se transforman en adultos que emergen en la superficie del
agua. Los mosquitos hembra adultos pican a las personas para poder producir huevos, se aparean
con los machos, luego se alimentan, y buscan fuentes de agua para poner los huevos (CDC, s.f.).
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Figura 4.3: Ciclo de vida de Ae. aegypti.
(CDC, s.f.)

Distribuciéon ecoloégica

Ae. aegypti se encuentra en regiones tropicales y subtropicales del planeta, entre las latitudes
352 Norte y 35° Sur, y por debajo de los 1,000 metros sobre el nivel del mar; sin embargo, se ha
documentado la presencia de este vector en una altitud mayor en Colombia y México (Robles, et
al., 2020). Estudios demuestran que los adultos no logran sobrevivir al ser expuestos por periodos
prolongados a temperaturas inferiores a 0 °C o superiores a 42 °C; tampoco se ha logrado criar
colonias a temperaturas mayores a 36 °C ni por debajo de 18 °C (Carbajo, 2003).

Esta especie de mosquito se encuentra altamente adaptada a ambientes urbanos y se reprodu-
cen en aguas estancadas que se encuentran en contenedores, basureros y neumaticos. Debido a su
adaptabilidad al medio ambiente cuentan con la capacidad de recuperarse rapidamente luego de
perturbaciones resultantes de fenémenos naturales como sequias o intervenciones humanas; una de
estas adaptaciones es la capacidad de los huevos para resistir a la desecacion (Kweka, et al., 2018).

Rocha, et al. (2021) sefialan que la frecuencia en la que Ae. aegypti coloniza contenedores en areas
determinadas, esta directamente influenciado por multiples factores socioeconémicos y de compor-
tamiento. Ademas, describen que la calidad de los habitats de las larvas esta determinada por varios
factores que incluyen el aporte de recursos nutricionales, la densidad de las larvas (competencia de
recursos), presencia de depredadores y las propiedades fisicoquimicas del agua. Otros factores abio-
ticos, como la salinidad y el pH, también pueden afectar la sobrevivencia y la tasa de crecimiento
de las larvas.

Asimismo, los mosquitos se reproducen mejor en la época de lluvia, por lo que durante el ve-
rano aumenta su densidad poblacional y, en consecuencia, también se incrementa la posibilidad de
transmision de arbovirus (Robles, et al., 2020). Ademas, la OPS (2016) menciona que la hora de
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mayor actividad del mosquito es temprano por la manana y al atardecer, por lo tanto, es el periodo
de mayor riesgo para las picaduras; es importante mencionar que el rango de vuelo del mosquito es
corto, no vuela mas de 25 metros, pero se han encontrado mosquitos que vuelan hasta 400 metros
de distancia en busca de alimento (Juarez, et al., 2022).

Control de vectores

A pesar de los esfuerzos de los expertos, atin no se cuenta con una vacuna o medicamento contra
las arbovirosis mencionadas anteriormente, el método mas efectivo para disminuir la incidencia de
casos de arbovirosis y la prevalencia de Ae. aegypti es el control del vector (OPS, 2016). Wilson, et al.
(2020) mencionan que el control de vectores tiene como objetivo limitar la transmision de patogenos
al reducir o eliminar el contacto humano con vector; existe una amplia gama de herramientas de
control de vectores, que pueden clasificarse en herramientas quimicas y no quimicas.

En cuanto a las herramientas no quimicas, la OMS (2009) menciona la gestion ambiental, la cual
busca cambiar el medio ambiente para prevenir o disminuir la propagaciéon del vector por medio de
la eliminacién o alteracion de los contenedores que proporcionan habitats para las larvas. Existen
tres tipos de gestion ambiental; modificacién ambiental, la cual consiste en transformaciones fisicas
duraderas para reducir los habitats de larvas de vectores; manipulacién ambiental, incluye cambios
temporales en los habitats de los vectores que involucran el manejo de contenedores, como el vaciado
y la limpieza frecuente; y por ultimo, se encuentran los cambios en el comportamiento humano,
las cuales son acciones para reducir el contacto entre humanos y vectores, como la instalacion de
mosquiteros en ventanas y puertas.

Por otro lado, las herramientas quimicas se utilizan cuando las herramientas no quimicas no pue-
den aplicarse o cuando son muy costosas; estos métodos se basan en la utilizaciéon de quimicos como
larvicidas e insecticidas; sin embargo, este método cuenta con algunas desventajas, por ejemplo, en
dosis altas, los insecticidas y larvicidas pueden ser toxicos. Ademaés, es necesario realizar anualmente
varias fumigaciones con los quimicos, especialmente en areas donde hay alta prevalencia del vector
(OMS, 2009).

4.3. Insecticidas

Segtin el National Pesticide Information Center [npic| (2019), los insecticidas son pesticidas for-
muladas para matar, danar, repeler o mitigar uno o més especies de insectos. El primer uso registrado
de insecticidas data hace méas de 4.500 anos, cuando los sumerios utilizaban compuestos de azufre
para controlar insectos y acaros, mientras que hace unos 3,200 anos los chinos usaban mercurio y
compuestos de arsénico para controlar los piojos del cuerpo. Hasta la década de 1940, las sustancias
inorgéanicas, como el clorato de sodio, acido sulfarico y otros productos quimicos organicos derivados
de fuentes naturales, todavia se usaban ampliamente en el control de plagas, sin embargo, esa misma
década, se acelerd el crecimiento de los plaguicidas sintéticos, donde se puede mencionar DDT, BHC,
aldrin y paration (International Union of Pure and Applied Chemistry [I[UPAC], 2010).

TUPAC (2010) menciona que, por muchos afios, DDT fue el insecticida més popular debido
a su actividad de amplio espectro, parecia tener baja toxicidad para los mamiferos y reducia las
enfermedades transmitidas por insectos, como la malaria, la fiebre amarilla y el tifus. Sin embargo,
en 1946, se report6 resistencia al DDT por parte de las moscas domésticas y debido a su uso
generalizado. Por lo que la investigacién sobre pesticidas e insecticidas continué y entre 1970 y 1980,
se introdujeron los insecticidas de tercera generacion de piretroides, avermectinas y benzoilureas
como tratamiento por aspersion; de igual forma que con el DDT, se presentaron problemas de
resistencia, por lo que se introdujeron estrategias de manejo para combatir este efecto negativo.
Desde 1990, las actividades de investigaciones se han concentrado en encontrar nuevos miembros de
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las familias de insecticidas ya existentes para que tuvieran una mayor selectividad y mejores perfiles
ambientales y toxicologicos.

Actualmente los insecticidas se clasifican basados en su estructura y mecanismo de accion (United
States Environmental Protection Agency, 2022). El Insecticide Resistance Action Committee [[RAC]|
(2010), ordena los insecticidas sintéticos en 28 grupos por su mecanismo de acciéon, donde se pueden
mencionar los antagonistas del canal de cloro activado por GABA como los fiproles, entre otros; con
fines de la investigacion nos enfocaremos en la clasificacion de los insecticidas moduladores del canal
de sodio, donde se encuentran las piretrinas y los piretroides.

4.3.1. Piretroides

Los piretroides son un grupo de compuestos de origen natural aislados de las flores de la planta
Tanacetum cinerarioaefolium. Los piretroides naturales son compuestos inestables que se descompo-
nen rapidamente bajo la influencia de la luz, por lo que se ha desarrollado la sintesis de derivados més
resistentes a la radiaciéon, que, ademas, son mas toxicos para los insectos; actualmente la permetrina
y la deltametrina (Figura 4.4) son los piretroides méas utilizados (Holynska-Iwan y Szewczyk-Golec,
2020).

Deltamethrin Permethrin
(1R cis 0.S) (1R cis)

Figura 4.4: Estructura quimica de la deltametrina y permetrina.
(Soderlund, 2013)

Muiltiples estudios han demostrado que el principal mecanismo de accién de los piretroides, tanto
en insectos como en mamiferos es la disrupciéon estereospecifica de los canales de sodio voltaje
dependientes de las células nerviosas; sin embargo, también se cuenta con evidencia de que esta
clase de insecticidas actian sobre otras dianas biologicas, tales como los canales de calcio voltaje
dependiente, asi como los canales de cloro voltaje dependiente (Paz, 2018).

Respecto a los canales de sodio voltaje dependientes, Yuzhe, et al. (2016) menciona que estos son
fundamentales para la iniciacién y propagacion de los potenciales de accion en el sistema nervioso. El
canal de sodio se encuentra compuesto por cuatro dominios repetidos, cada uno con seis segmentos
transmembrana helicoidales. La posicion de estos cuadro dominios determinan la selectividad i6nica
de los canales de sodio (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Estructura del canal de sodio en Ae. aegypti.
(Yuzhe, et al., 2016)

Tras la despolarizacién de la membrana, los canales de sodio se abren y los iones de sodio fluyen
hacia el interior de la célula provocando el aumento acelerado de los potenciales de accién debido
a la despolarizacion del potencial de membrana (Yuzhe, et al., 2016). También se menciona que los
piretroides se unen a los canales de sodio abiertos y mejoran la activacion e inhiben la inactivacion
de los canales de sodio, dando como resultado su apertura prolongada y por consiguiente dan paso a
bloqueos en la conduccién nerviosa y en ultima instancia la paralisis y muerte del insecto (Soderlund,
2013).

4.4. Resistencia a insecticidas

La resistencia a insecticidas se define como un cambio en la susceptibilidad de poblaciones de
insectos debido al uso descontrolado de insecticidas con el fin de alcanzar el nivel adecuado de control
de estas poblaciones (IRAC, s.f.). Se cree que el primer caso de este fenémeno se registré entre 1940
y 1950; sin embargo, con la implementacion de nuevos insecticidas organicos sintéticos como el DDT
y los organofosfatados, se observé un rapido incremento en los ntumeros de casos de resistencia a
estos insecticidas (Sparks, et al., 2021).

Este fenémeno representa un problema a nivel econémico, ya que miles de cultivos se han per-
dido a causa de la resistencia a insecticidas por parte de las principales pestes y se ha reportado
que mas de 600 especies de pestes han desarrollado resistencia a pesticidas e insecticidas (Pesticide
Enviromental Stewardship [PES], s.f.). Pero este fendmeno tomé mayor relevancia dentro del cam-
po cientifico cuando se reportd resistencia en insectos vectores de enfermedades que afectan a los
humanos (Naqqash, Gokge, Bakhsh y Salim, 2016).

Multiples investigaciones se han desarrollado con el fin de controlar la resistencia a insecticidas
que han ido desarrollando los vectores y actualmente existen dos enfoques principales de investiga-
cion; el primero se basan en estudiar los mecanismos moleculares implicados en la resistencia y el
segundo enfoque de investigacion se basa en dilucidar el manejo de la resistencia desarrollada (Kno-
bler,et al., 2003). A continuacion, se describen los principales mecanismos de resistencia investigados
hasta el momento.

4.4.1. Resistencia por alteraciones del sitio objetivo de los insecticidas

Durante este mecanismo, el mosquito desarrolla la capacidad de mutar el sitio de uniéon al que es
especifico el insecticida, causando la incompatibilidad de la activacion de este (Khan,et al., 2019).
Ishaak, Jaal, Ranson y Wondji (2015) mencionan que en mosquitos del género Aedes, una de las
principales mutaciones del sitio objetivo es la mutacion de “resistencia knockdown” (kdr) que confiere
resistencia a los insecticidas piretroides y DDT; donde se da una alteraciéon en el canal de sodio
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controlado por voltaje (NaV, por sus siglas en inglés o VGSC), causada por mas de alguna sustitucion
de aminoacidos que alteran la conformacion del canal (Melo, et al., 2020).

Este mecanismo es un buen predictor de la eficacia de los piretroides, por medio del genotipado
de alelos mutantes kdr; por ejemplo, las mutaciones en las posiciones S989P, 11011M/V, V10116G /I
y F1534C se han reportado en poblaciones de Aedes resistentes a piretroides en todo el mundo.
Sin embargo, en el sudeste asiatico, predominan las mutaciones en la posicion F1534C y V1016G;
mientras que, en Latinoamérica, sobresalen las mutaciones 11011V y V10161 (Zuharah y Sufian,
2021).

4.4.2. Resistencia por penetracién cuticular reducida

También conocido como mecanismo fisico de resistencia y como su nombre lo indica, consiste
en la penetracion cuticular reducida del insecticida (Bisset, 2002). Balabanidou, Grigoraki y Vontas
(2018) se refieren a este mecanismo como aquel donde se presentan modificaciones en la cuticula
que eventualmente ralentizan la penetracion de las moléculas de insecticida dentro del cuerpo de los
insectos y resaltan que funciona por dos principales mecanismos. El primer mecanismo se basa en el
engrosamiento de la cuticula y el otro en la alteracién de la composiciéon de la cuticula.

Por otro lado, estudios indican que este tipo de resistencia proporciona més tiempo para la
detoxificacion. Facilita la accion de distintas enzimas metabolicas y por ello, suele estar implicada
en la resistencia cruzada de multiples insecticidas, debido a su propiedad lipofilica; por lo tanto,
se depositan grandes cantidades de hidrocarburos cuticulares sobre la cuticula que funcionan como
capa impermeabilizante que confiere resistencia a la desecacion (Gan, et al., 2021).

4.4.3. Resistencia metabodlica

Autores mencionan que este es el tipo de resistencia mas comin y desafiante de todos los me-
canismos de resistencia a los insecticidas. En este tipo de resistencia, las enzimas que detoxifican el
insecticida pueden sobreexpresarse o alterar la afinidad de la enzima por el insecticida a través de
sustituciones de aminoacidos. Ademas, la sobreexpresion de genes de resistencia a insecticidas es el
mecanismo mas frecuente en mosquitos resistentes y el aumento de la expresion de estos genes puede
deberse a que actian sobre el promotor o en la amplificacion del gen (Riveron, 2018). Dentro de las
principales enzimas detoxificantes, se mencionan los citocromo P450 (P450s por sus siglas en inglés),
carboxilesterasas (CCE por sus siglas en inglés) y glutation-S-tranferasas (GSTs por sus siglas en
ingles).

Citocromo P450 (P450s)

Son enzimas con un papel relevante en la ruptura de compuestos endbégenos, xenobibticos, carci-
nogenos quimicos e insecticidas como los neonicotinoides y los organofosforados (Khan, et al., 2019).
Los CYP son una gran familia y Ae. aegypti tiene aproximadamente 160 genes CYP, de manera que
demostrar los CYP especificos responsables de la resistencia ha sido un gran desafio, debido a la
cantidad de CYP y porque este tipo de resistencia puede ser consecuencia de la sobreexpresion de
estos genes o a una mutacion en el marco de lectura abierto de un CYP (Smith, Tyagi, Kasai y Scott,
2018). Sin embargo, se ha demostrado que diversos miembros de la subfamilia CYP9J, se expresan
en diversas cepas de Ae. aegypti resistente a piretroides (Rault, O “neal, Johnson y Anderson, 2019).
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Carboxilesterasas (CCE)

Estas enzimas pertenecen a un amplio grupo de enzimas metabdlicas con la capacidad de me-
tabolizar distintos sustratos endogenos y exogenos; en caso de los piretroides, organofosforados,
carbamatos y neonicotinoides, las esterasas E4 y FE4 degradan los enlaces éster antes de que estos
alcancen el sitio objetivo y consecuentemente se da la resistencia a los insecticidas (Khan, et al.,
2019).

Por ejemplo, en Ae. aegypti la sobreexpresion del gen CCEAE3A y otros genes CCE tienen un
rol importante en la resistencia a temefos. El mecanismo de acciéon se da por medio del secuestro y
metabolizacion de la forma activa del insecticida (Cattel, et al., 2021).

Glutation-S-transferasas (GSTs)

Pertenecen a una familia multigénica de proteinas multifuncionales diméricas que desempenan
un papel central en la desintoxicacién de compuestos xenobidticos, incluidos farmacos, herbicidas
e insecticidas (Prapanthadara, et al., 2005). También se encuentran involucrados en el transporte
intracelular, la proteccion contra el estrés oxidativo y la biosintesis de hormonas (Khan, et al., 2019).

Figura 4.6: Estructura de Glutation S-transferasas 2 en Ae. aegypti.

(Yunta, 2017).
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Helvecio, et al. (2020) mencionan que las GSTs se pueden clasificar en tres grupos segun su
ubicacion celular; citosolicas, microsomales y mitocondriales; sin embargo, los mosquitos solo cuentan
con las GSTs citosoélicas y microsomales, pero solo las citosdlicas se han asociado en la resistencia
a insecticidas. Las GSTs citosolicas (Figura 4.6) constan de dos subunidades que forman homo y
heterodimeros; cada subunidad contiene un sitio especifico de unién (sitio G) junto a un sitio de
union de ligandos electrofilicos no especificos (sitio H). El sitio G se encuentra en la N-terminal de la
proteina y es altamente conservado mientras que el sitio H interactia con los sustratos hidrofilicos
y se encuentra cominmente en el C-terminal (Lumjam, et al., 2007).

En Ae. aegypti las GSTs constan de un grupo de 8 genes ordenados mapeados genéticamente en
el cromosoma 2, superconting 1.291 y estudios han demostrado que GSTe2 es muy eficiente para
metabolizar DDT. En muchos casos, las GTSs individuales involucradas no han sido identificadas
y las GST han sido implicadas solo por asociaciéon; por ejemplo por aumento en la actividad de la
enzima detectando un sustrato modelo o en cepas de insectos resistentes a insecticidas frente a cepas
susceptibles (Enayati y Hemingway, 2005).

El rol de las GSTs en la resistencia a insecticidas se ha determinado en diversas especies de
mosquito y pestes. Por ejemplo, Tchouaki y colaboradores (2019) encontraron que en poblaciones
de Anopheles funestus, sin mutacion en kdr, la resistencia a piretroides y DDT consistentemente es
conferida por GSTs. De hecho, en este estudio se busco detectar el cambio de un aminoacido en el
gen de la Glutation S-transferasa Epsilon 2 (GSTe2) como marcador metabolico de resistencia. Por
otra parte se cuenta con estudios que han demostrado en Plutella zylostella que la detoxificacion
de (S)-(-)-palasonina se da por metabolismo directo. Ademas, se demostréo que GSTel y GSTe2 se
encuentran altamente implicado en este proceso de detoxificacion (Fan, Liu, Li y Zhang, 2022).
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CAPITULO b

Marco metodolégico

5.1. Muestra

La muestra fue colectada como parte de la Red de Vigilancia Molecular de Resistencia a Insecti-
cidas (ViMoRi) en la Region de Ameérica Central y Reptiblica Dominicana, por el personal de salud,
en el afio 2021. Siguiendo la metodologia del bioensayo de la botella (CDC, s.f.) y utilizando mos-
quitos hembra Ae. aegypti de 2-5 dias de edad adulta de la F1, se establecio el perfil de resistencia
a deltametrina y permetrina; asi mismo, a partir de los resultados de los bioensayos con compuestos
sinergistas (CDC, s.f.) (Figura 5.1 y Figura 5.2), se seleccionaron las poblaciones de Villa Consuelo,
Republica Dominicana y Carmen, Costa Rica para el desarrollo del presente estudio. La cepa de
laboratorio New Orleans fue utilizada como cepa susceptible a los insecticidas y todos los ejemplares
fueron preservados en RNAlater a -20°C.
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Figura 5.1: Resultados de los bioensayos de deltametrina de dosis diagnoéstica y sinergistas.
Elaboracién propia. Datos no publicados. Unidad de Entomologia Médica y Malaria.
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Figura 5.2: Resultados de los bioensayos de permetrina de dosis diagnoéstica y sinergistas.
Elaboracion propia. Datos no publicados. Unidad de Entomologia Médica y Malaria.

5.2. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN total se realiz6 con el kit SV Total ARN Isolation System de Promega®)
(Promega, s.f.), con modificaciones realizadas por Castafieda (2021) (Anexo A). Se extrajeron 3
muestras de 10 mosquitos cada una, para los siguientes fenotipos: resistentes a deltametrina, resis-
tentes a permetrina, no expuestos al insecticida y cepa de referencia New Orleans. Los mosquitos
de cada muestra se colocaron dentro de tubos de 1.5 ml con buffer de lisis y se maceraron con un
pistilo para homogenizar la muestra. Seguido, se anadieron 350 uL. de buffer de dilucion y se incubo
el tubo en un bloque térmico por 3 minutos a 70°C. Pasada la incubacion, se centrifug6 la muestra
14,000g por 10 minutos a temperatura ambiente.

Se transfirio 525 uL. del sobrenanate a un tubo nuevo y se agregaron 200 ul de etanol al 95 %,
se mezclo y se traslado el volumen total a la columna provista por el kit. Se centrifugdé por 1 minuto
a 14,000g a temperatura ambiente, a continuacién se preparé la soluciéon de incubaciéon de DNasa I
con 40 uL de Yellow Core Buffer, 5 ul. de MnCl y 5 uLL de DNasa 1. Se agreg6 el volumen total de
la solucién a la columna y se dejé incubar por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregd
200 uL: de la solucién que detiene la DNAsa y se centrifugd a 14,000g por un minuto a temperatura
ambiente. Se realiz6é un lavado con 600 uL de la solucion de lavado de ARN, se centrifugd 14,000g
por un minuto a temperatura ambiente y se realizé6 un segundo lavado con 250 ul. de la misma
solucion de lavado, se centrifugd a velocidad méxima por 2 minutos y por ultimo se agregaron a la
columna 100 ulL de agua libre de nucleasas, se centrifug6 a 14,000g por un minuto y se cuantificaron
los valores de ARN y purezas por medio de NanoDrop. Las extracciones se almacenaron a -80°C
hasta su uso.

5.3. Concentracién de muestras y Geles de integridad

Las muestras de ARN que no alcanzaron concentraciones mayores a 250ng/uli se colocaron en
un concentrador Vacufuge plus Eppendorf, por 25 minutos y se cuantificaron los valores de ARN
y purezas por medio de NanoDrop. Para comprobar la integridad del ARN luego del proceso de
concentracion se utilizo la metodologia descrita por Aranda, LaJoie y Jarcyk (2013), con las siguientes
modificaciones: se realiz6 un gel de agarosa al 1% de 30 uL con buffer TBE 1x y se le agregd 600
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uL de cloro comercial al 3 %; se dejo reposar por 5 minutos y se mezclo eventualmente, seguido se
le agregaron 0.6 ul. de BrEt. Se colocé la mezcla dentro de un molde de 8 pozos y se dejo solidificar
por 25 minutos. Se tomo6 1 ug de las muestras de ARN concentradas y sin concentrar, se cargaron
en el gel con 3 mL de Loading Buffer, se dejo correr el gel por 35 minutos a 100V (Aranda, LaJoie
y Jorcyk, 2013). De tener disponible dentro del laboratorio de recomienda agregar una escalera de
peso molecular de ARN. Sin embargo, es posible analizar la presencia de las bandas sin necesidad de
una escalera y esto se realiza por medio de literatura que indiquen las caracteristicas de las bandas
28S y 18S y permitan comparar los resultados teéricos con los experimentales.

5.4. Sintesis de ADNCc

El kit de sintesis de ADNc que se utiliz6 fue Promega GoScript™ Reverse Transcription System

(Promega, s.f.), con el cebador Oligo (dT) y modificaciones realizadas por Castafieda (2021) (Anexo
B). Se tom6 1 ug de ARN de la muestra seleccionada y se colocd en un tubo de 0.2 uL, se completod
con agua DEPC para llegar a un volumen total de 4 uL y se le agregé 1 uL del cebador Oligo(dT),
se incub6 la mezcla en el termociclador por 5 minutos a 70 °C. Terminada la incubacién, se colocé el
tubo en hielo por un minimo de 5 minutos. Seguido, se prepar6 la mezcla para la retro transcripciéon
con 6.5 ul de agua DEPC, 4.0 uL del buffer de reaccién 5X, 2.0 uL. de MgCly, 1 ulL de la mezcla de
nucledtidos, 0.5 uLL de la enzima recombinante RNAsin, 1 uL: de la enzima transcriptasa reversa y se
agregaron 5 ul. de ARN experimental preparado al inicio. El programa de incubacién utilizado fue
25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos y 70°C a 15 minutos. La sintesis de ADNc se almaceno a
4°C hasta su uso.

5.5. Curva de eficiencia de cebadores

Este procedimiento se replico para los cebadores GSTe2R, GSTe2F, GSTebR, GSTe5F, GSTe7R,
GSTe7F de los genes GSTe2, GSTeb y GSTe7, respectivamente (Anexo C). La curva consté de 4
puntos. Se utiliz6 ADNc sintetizado y se prepararon diluciones seriadas de 1:100, 1:1000, 1:10000
y 1:100000. La receta de qPCR fue la siguiente: 6.8 ul. de agua libre de nucleasas, 10 u. SYBR
Green a concentracion final 1X y 1 ul de cada uno de los cebadores con concentracion final de 0.5
uM, por reaccion. Se emplearon tiras de tubos de 0.2 uL con tapaderas 6pticas (Applied biosystems,
4316567) y se agregaron 18 uL. del Master Mix y 2 uL de la dilucién. El programa de gPCR fue: 50
°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 10 segundos y 60 °C por 10 segundos.
Ademas, se agrego6 el programa de PCR para la curva de disociacion y evaluar la especificidad de los
primers a validar, con el siguiente programa: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto y 95 °C por
1 segundo. Se utiliz6 el terminociclador Applied Biosystems Sistema de qPCR QuantStudio 3. El
Software utilizado para analizar los datos fue QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System, donde
se obtuvo la ecuacion de la curva, coeficiente de correlaciéon mayor o igual a 0.99 y porcentajes de
eficiencia entre 90 % y 110 %.

5.6. Cuantificacion de expresion génica

Se utiliz6 ADNc sintetizado a partir del extracto de ARN de las muestras a analizar, la cuanti-
ficacion génica se realizé con una diluciéon de 1:1000 de la muestra con la siguiente receta de qPCR:
6.8 ul. de agua libre de nucleasas, 1o uL. de SYBR Green (concentracion final 1X) y 1 uL de de
GSTe2R y GSTe2F con concentracion final 0.5 uM, por reaccion. Se emplearon tiras de tubos de 0.2
uL con tapaderas opticas (Applied biosystems, 4316567) y se agregaron 18 ul. del Master Mix y 2
ulL de la dilucién. El programa de qPCR fue: 50 °C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, 40 ciclos
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de 95 °C por 10 segundos y 60 °C por 10 segundos. Los genes de referencia utilizados fueron RSP3
y Ae60sL8. Se utilizo el terminociclador Applied Biosystems Sistema de qPCR QuantStudio 3. El
Software utilizado para analizar los datos fue QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System

5.7. Analisis de datos

El anélisis estadistico se calcul6 la expresion relativa de cada muestra por gen por medio del
método delta delta Ct (Sechmittgen y Livak, 2008). Ademas, se determino el “fold change” respecto
a la cepa de referencia y por ultimo, se realiz6 la prueba t-Student para determinar la significancia
de la expresion relativa de las muestras resistentes a deltametrina y resistentes a permetrina con
respecto a la cepa de referencia.
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CAPITULO ©

Resultados

6.1. Extraccion de ARN

En el Cuadro 6.1 se presenta la informacion de cada una de las muestras de mosquitos hembra de
2-5 dias de edad adulta. En cuanto al nimero de muestras extraidas, para la cepa de referencia New
Orleans se extrajeron 3 muestras, para la poblacion de Carmen, Costa Rica se extrajeron 9 muestras
distintas, mientras que para la poblacién de Villa Consuelo, Reptblica Dominicana se extrajeron 10

muestras.
Cuadro 6.1: Informaciéon de las muestras de ARN extraidas
Muestra Poblacion Fenotipo Bioensayo Individuos

CR1 Carmen, Costa No expuesto a in- 22CR3 C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7,
Rica secticida C8, €9, C10

CR2 Carmen, Costa Resistente de per- 22CR5 R1, R4, R7, R9, R12, R15,
Rica metrina R19, R22, R26, R33

CR3 Carmen, Costa Resistente de per- 22CR5 R18, R28, R34, R36, R39,
Rica metrina R43, R46, R48, R51, R60

CR4 Carmen, Costa Resistente de per- 22CR5 R2, R10, R16, R23, R37, R41,
Rica metrina R45, R53, R57, R61

CR5 Carmen, Costa No expuesto a in- 22CR4 C1, C2, C3, C4, Cs, Co6, C7,
Rica secticida C8, C9, C10

CR6 Carmen, Costa No expuesto a in- 22CR5 C2, C3, C4, C5, C6, C8, C9,
Rica secticida C10, C12, C14
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Muestra Poblacion Fenotipo Bioensayo Individuos
CR7 Carmen, Costa Resistente a delta- 22CR3 R1, R2, R6, R7, R&, R10,
Rica metrina R11, R12, R14, R16
CR8 Carmen, Costa Resistente a delta- 22CR4 R2, R3, R4, R5, R6, R7, RS,
Rica metrina R9, R11, R13
CR9 Carmen, Costa Resistente a delta- 22CRI18 R1, R4, R5, R6, RS8, R10,
Rica metrina R11, R12, R14, R16
NO1 New Orleans Cepa de referencia - NO1, NO2, NO5, NOS9,
NO13, NO14, NO15, NO17,
NO18, NO28
NO2 New Orleans Cepa de referencia - NO3, NO6, NO8, NOI10,
NO11, NO22, NO23, NO26,
NO27, NO2
NO3 New Orleans Cepa de referencia - NO4, NO7, NO12, NO16,
NO19, NO20, NO21, NO24,
NO25, NO30
VC1 Villa Consuelo, Resistente a delta- 22VC8 R1, R2, R3, R4, R5, R13,
Republica Do- metrina R14, R15, R16, R17
minicana
V(G2 Villa Consuelo, Resistente a delta- 22VC6 R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7,
Republica Do- metrina RS, R9, R10
minicana
VC3 Villa Consuelo, Resistente a delta- 22VC4 R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7,
Republica Do- metrina R8, R9, R10
minicana
VC4 Villa Consuelo, No expuesto a in- 22VC4 C1, C4, C5, C7, C10, C12,
Republica Do- secticida C13, C15, C17, C18
minicana
VC5h Villa Consuelo, No expuesto a in- 22VC6 C1, Cs, Ce6, C7, C11, C12,
Republica Do-  secticida C13, C16, C17, C20
minicana
VC6 Villa Consuelo, No expuesto a in- 22VC5H C2, C4, Co6, C7, C11, C14,
Republica Do-  secticida C16, C17, C22, C23
minicana
vVC7 Villa Consuelo, Resistente a perme- 22VC5H R3, R6, R7, R8, R10, R11,

Reptblica Do-

minicana

trina
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Muestra Poblacion Fenotipo Bioensayo Individuos

VC8 Villa Consuelo, Resistente a perme- 22VC5H R1, R4, R16, R19, R20, R27,
Republica Do- trina R31, R34, R36, R49
minicana

VC9 Villa Consuelo, Resistente a perme- 22VC5H R2, R23, R39, R43, R61, R71,
Republica Do- trina R76, R80, R88, R92
minicana

VC10 Villa Consuelo, Resistente a perme- 22VC5H R5, R9, R17, R41, R67, R72,
Republica Do- trina R&9, R90, R91, R93
minicana

Ademés, en el Cuadro 6.2 se muestran los datos de las cuantificaciones de cada una de las
extracciones de ARN realizadas. Las muestras que se encuentran marcadas por un asterisco (*) son
aquellas muestras que no alcanzaron una concentraciéon mayor o igual a 250 ng/ul; dato el cual es
requerido por el kit de sintesis de ADNc. Es posible observar que de las 9 extracciones realizadas
para la poblacion Carmen, Costa Rica, 6 muestras no alcanzaron la concentracién deseada; de las
3 extracciones de la cepa de referencia New Orleans, 2 de estas no presentaron la concentraciéon
optima y por ultimo, de las 10 extracciones de Villa Consuelo, Reptiblica Dominicana, tinicamente
1 extracciéon no alcanzo6 los valores deseados. En cuanto a las purezas, es posible observar que todas
las muestras presentan valores aceptables de pureza en el radio A260/280, mientras que en el radio
A260/230 se obtuvieron valores por debajo del rango 6ptimo.
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Cuadro 6.2: Cuantificacién por medio del equipo NanoDrop de la concentraciéon y purezas de las
extracciones de ARN.

Muestra ng/ul. A260/280 A260/230

*CR1 202.0 2.12 1.92
*CR2 236.0 2.09 1.99
*CR3 199.2 2.12 2.01
CR4 275.6 2.10 1.83
CR5 320.8 2.09 1.96
*CR6 235.3 2.10 1.87
*CR7 206.4 2.08 1.89
*CRS8 211.5 2.08 1.84
CR9Y 414.0 2.13 2.00
NO1 278.9 2.11 1.90
*NO2 2204 2.11 2.12
*NO3 192.7 2.11 2.14
VC1 388.2 2.06 1.75
VC2 596.5 2.13 1.95
VC3 405.2 2.10 2.02
VC4 289.9 2.13 1.53
VG5 475.4 2.13 2.06
VC6 322.0 2.11 1.89
vCr 421.7 2.11 2.00
*VC8 1154 2.02 1.71
VC9 278.4 2.14 2.06
VC10 267.2 2.04 1.87

Con el fin de aumentar la concentraciéon de las muestras que no alcanzaron los valores de concen-
tracion deseados, se realizé una concentracion de las muestras y los valores de las cuantificaciones
luego de 25 minutos de concentracion en SpeedVac se presentan en el Cuadro 6.3. Es posible ob-
servar que la concentracién aumenté en todas las muestras, excepto en la muestra VC8; por lo que
esta muestra se descarto del presente estudio. También se exhibe que los valores de las purezas se
manetienen aceptables.

Cuadro 6.3: Cuantificacién por medio de NanoDrop de la concentracion y purezas de las
extracciones de ARN luego de 25 minutos de concentracion SpeedVac.

Muestra ng/ul. A260/280 A260/230

CR1 336.4 2.14 1.89
CR2 379.2 2.12 2.02
CR3 338.0 2.12 1.90
CR6 460.3 2.13 1.84
CR7 393.9 2.12 1.92
CRS 353.0 2.13 1.80
NO2 400.1 2.15 2.10
NO3 320.9 2.17 2.10
VC8 236.0 2.03 1.81
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6.2. Concentracion de muestras y Geles de integridad

En la Figura 6.1 se muestra el gel de integridad para evaluar la calidad del ARN de las muestras
de Carmen, Costa Rica y New Orleans. Tal como se observa, todas las muestras, concentradas y no
concentradas, presentaron las bandas 28S y 18S.

Escalera CR1 CR2 CR3 CR4 CR5 CR6

Figura 6.1: Gel de integridad al 1% de agarosa de la poblacion El Carmen, Costa Rica y New
Orleans.

En la Figura 6.2 se presenta el gel de integridad para evaluar la calidad del ARN de las muestras
de Villa Consuelo, Republica Dominicana. Tal como se observa, todas las muestras, concentradas y
no concentradas, presentaron las bandas 28S y 18S.

Figura 6.2: Gel de integridad al 1% de agarosa de la poblacion Villa Consuelo, Republica
Dominicana
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6.3. Curva de eficiencia de los cebadores

En el Cuadro 6.4 se muestran las condiciones utilizadas para la optimizacion del par de cebadores
del gen GSTe2. La muestra utilzada fue la NO1, una muestra no concentrada; con factor de dilucién
1/10, con 0.5 uM de primers y 4 puntos en la curva estandar

Cuadro 6.4: Condiciones de optimizaciéon del par de cebadores del gen GSTe2.

Muestra Factor de dilucion Concentracion de cebadores No. de puntos en la curva

NO1 1/10 0.5 uM 4

En el Cuadro 6.5 se presentan los valores de la eficiencia y el coeficiente de correlacion de la curva
estandar obtenida a partir de las condiciones del Cuadro 6.4. Tal como se observa, la eficiencia fue
de 105.90 % y un R? de 0.9987.

Cuadro 6.5: Eficiencia y coeficiente de correlacion (R?) de la optimizacion del par de primers del
gen GSTe2.

Eficiencia Coeficiente de correlacién (R?)
105.90 % 0.9987

En el Cuadro 6.6 se presentan los valores Ct utilizados para construir la curva estandar del gen
GSTe2, con las condiciones descritas en el Cuadro 6.4.

Cuadro 6.6: Valores Ct de la optimizacion del gen GSTe2.

Concentracion Logaritmo de Ct Promedio Desviaciéon
del punto la concentracion Ct estandar

1/100 0.0 27.788 27.854 0.08034
27.967
27.807

1/1000 -1.0 31.176 30.947 0.17002
30.768
30.898

1/10000 -2.0 34.397 33.949 0.34131
33.880
33.570

1/100000 -3.0 36.928 37.481 0.39845
37.852
37.662

En la Figura 6.3 se expone la curva estandar de los primers del gen GSTe2. Tal como se observa,
la curva grafica los valores del Ct en funcién del logaritmo de la concentracion de la muestra: ademaés,
la curva cuenta con una ecuaciéon de la recta de y= -3.1881x + 27.776.
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y= -3.1881x + 27.776
RA2 = 0.9987

30.0

Logaritmo

Figura 6.3: Curva estandar del gen GSTe2

Asimismo, se buscoé optimizar los cebadores para los genes GSTe5 y GSTe7. Se realiz6 una
prueba para el gen GSTeb y dos pruebas para el gen GSTe7. En cuanto al gen GSTe5, no se
present6 amplificacion con las condiciones del Cuadro 6.7; mientras que para el gen GSTe7 se observo
amplificacion utilizando un factor de dilucién de 1/2 y 0.5 uM de cebadores.

Cuadro 6.7: Condiciones de las pruebas de optimizacion del par de cebadores para los genes GSTeb

y GSTeT.

Gen  Muestra Factor de dilucion Concentraciéon de cebadores Amplifico
GSTeb NO3 1/10 0.3 uM No
GSTe7 NO3 1/10 0.3 uM No

NO1 1/2 0.5 uM Si

En el Cuadro 6.8 se muestran los valores Ct de la prueba de optimizacion del gen GSTe7; estos
valores fueron utilizados para construir la curva estandar (Figura 6.4).

Cuadro 6.8: Resultados del qPCR de la prueba que presentd amplificacion del gen GSTe7.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1/2 0.0 31.070 31.070 0.0
1/4 -1.0 32.893 32.893 0.0
1/8 -2.0 33.433 33.433 0.0
1/16 -3.0 34.365 34.365 0.0
1/32 -4.0 34.027 34.027 0.0

En cuanto a la eficiencia y el coeficiente de correlacion (R?), para el gen GSTe7, se obtuvieron
los valores de 186.28 % y 0.8191, respectivamente (Cuadro 6.9).
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Cuadro 6.9: Eficiencia y coeficiente de correlacion (R?) de la optimizaciéon del par de cebadores del
gen GSTe7.

Eficiencia Coeficiente de correlacién (R?)
186.28 % 0.8191

34
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Figura 6.4: Curva estandar del gen GSTe7.

6.4. Cuantificacién de expresion génica

En el Cuadro 6.10 y Figura 6.5 se presenta el andlisis de expresion génica del gen GSTe2 en
la poblacion El Carmen, Costa Rica; el primer dato corresponde al grado de cambio de expresion
génica, el segundo valor es el intervalo de confianza al 95% y el iltimo dato es el valor-p.

Cuadro 6.10: Analisis de expresion génica del gen GSTe2 de la poblaciéon El Carmen, Costa Rica.

R-Delta/NO|| R-Perm/NO  R-Delta/Control R-Perm/Control  Control/NO

3.12 1.98 0.73 0.46 4.28
(0.71-5.52) (1.77-2.19) (0.17-1.29) (0.41-0.51) (3.18-5.38)
valor-p 0.08062  valor-p 0.00192* valor-p 0.21874 valor-p 0.00797* valor-p 0.00235*

%R-Delta = Resistentes a deltametrina, R-Perm = Resistestes a permetrina, NO = New Orleans (cepa de referencia),
Control = muestras control = No expuestos a insecticida. *valor-p<0.05 significativo.
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Expresion Génica

T

Control/NO R-Delta/Control R-Delta/NO R-Perm/Control R-Perm/NO
Comparacion

*valor-p<0.05 significativo. Barras significan intervalo de confianza al 95 %

Figura 6.5: Grafica del anéalisis de expresion génica del gen GSTe2 de la poblacion El Carmen,
Costa Rica.

Al comparar los resultados de las muestras resistentes a deltametrina con las muestras de New
Orleans (cepa de referencia) se determiné que el grado de cambio de expresion fue de 3.12, con un
intervalo de confianza de 0.71-5.52 y un valor-p de 0.08062; el cual no es significativo. De la misma
forma, al comparar con las muestras control, se obtuvo un grado de cambio en la expresiéon de 0.73,
con un intervalo de confianza de 0.17-1.29 y un valor-p no significativo de 0.21874.

Por otro lado, al analizar los resultados de las muestras resistentes a permetrina, se obtuvo que
al compararlos con las nuestras de New Orleans el grado de cambio en la expresion es de 1.98, con
un intervalo de confianza de 1.77-2.19 y un valor-p significativo de 0.00192. En esa misma linea, al
comparar con las muestras control, el grado de cambio de expresion fue de 0.46, con intervalo de
confianza de 0.41-0.51 y un valor-p significativo de 0.00797. Por ultimo, al comparar las muestras
control con las nuestras de New Orleans, se determiné que el grado de cambio en la expresion génica
fue de 4.28, con un intervalo de confianza de 3.18-5.38 y un valor-p significativo de 0.00235.

Al igual que en el Cuadro 6.10 y la Figura 6.5, el Cuadro 6.11 y la Figura 6.6 muestran el
anélisis de expresion génica del gen GSTe2 en la poblacion Villa Consuelo, Repiiblica Dominicana;
el primer dato corresponde a al grado de cambio de expresién génica, el segundo valor es el intervalo
de confianza al 95% y el altimo dato es el valor-p.

Cuadro 6.11: Analisis de expresion génica del gen GSTe2 de la poblacion Villa Consuelo, Republica
Dominicana.

R-Delta/NO|?] R-Perm/NO  R-Delta/Control R-Perm/Control Control/NO

3.10 2.93 1.61 1.52 1.93
(2.26-3.94) (2.39-3.47) (1.17-2.04) (1.24-1.80) (1.05-2.81)
valor-p 0.00464*  valor-p 0.00153* valor-p 0.06669 valor-p 0.06596 valor-p 0.05849

%R-Delta = Resistentes a deltametrina, R-Perm = Resistestes a permetrina, NO = New Orleans (cepa de referencia),
Control = muestras control. *valor-p<0.05 significativo.
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*valor-p<0.05 significativo. Barras significan intervalo de confianza al 95 %.

Figura 6.6: Grafica del anélisis de expresion génica del gen GSTe2 de la poblacion Villa Consuelo,
Republica Dominicana.

Se obtuvo que al comparar las muestras resistentes a deltametrina con las muestras de New
Orleans, el grado de cambio en la expresion génica fue de 3.10, con un intervalo de confianza de
2.26-3.94 y un valor-p significativo de 0.00464. Del mismo modo, al comparar con las nuestras no
expuestas a insecticida, se obtuvo un grado de cambio en la expresion génica de 1.61, con un intervalo
de confianza de 1.17-2.04 y un valor-p no significativo de 0.06669.

Anélogamente, se realizo el analisis con las muestras resistentes a permetrina; al comparar los
datos con las muestras de New Orleans se obtuvo que el cambio en la expresiéon génica fue de
2.93, con un intervalo de confianza de 2.39-3.47 y un valor-p significativo de 0.00153. Asimismo, al
comparar con las muestras no expuestas, se determindé que el grado en el cambio de la expresién
fue de 1.52, con un intervalo de confianza de 1.24-1.80 y un valor-p no significativo de 0.06596. Al
final, se determin6 que el cambio en la expresiéon génica al comparar las muestras no expuestas y
las muestras de New Orleans fue de 1.93, con un intervalo de confianza de 1.05-2.81 y un valor-p no
significativo de 0.05849.
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CAPITULO [

Analisis de resultados

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la expresion génica y el rol de Glutation-
S-transferasas en la resistencia metabolica a piretroides de Aedes aegypti. Asimismo determinar si
los genes GSTe2, GSTeb y GSTe7 se sobreexpresan en poblaciones de Ae. aegypti resistentes a
deltametrina y permetrina.

En cuanto a las extracciones de ARN es posible observar en el Cuadro 6.2 que todas las muestras
presentaron valores de pureza A260/280 iguales o cercanas a 2, indicando que estas cuentan con
niveles adecuados de pureza (ThermoScientific, 2019); sin embargo, en el radio A260/230, algunas
muestras, tal como la muestra VC4, presentaron valores de purezas por debajo del rango 6ptimo de
2.0-2.20. Indicando que estas se encuentran contamindamidas por compuestos como carbohidratos,
péptidos y compuestos aromaticos en general (QIAGEN, 2010).

Puesto que para realizar la sintesis de ADNc con el kit Promega GoScript™ Reverse Transcription

System es necesario utilizar muestras con concentraciones mayores o iguales a 250 ng/ul. (Promega,
s.f.), aquellas muestras que no alcanzaron la concentracion deseada, como las muestras CR1, CR2,
CR3 y CR7, fueron concentradas en SpeedVac por 25 minutos. Y se determiné que aquellas muestras
que presentaron concentraciones mayores a 190 ng/ul si alcanzaron la concentracion deseada luego
de los 25 minutos de SpeedVac, mientras que aquellas que contaban con concentraciénes menores a
190 ng/uL no, tal como la muestra VC8. Con el objeto de verificar que los 25 minutos de SpeedVac
no afectaran la integridad de las muestras, se realizaron geles de agarosa (Figura 6.1 y Figura 6.2);
segun la literatura, la integridad del ARN se representa con la presencia de una banda 28S y una
banda 18S (Aranda, LaJoie y Jorcyk, 2013). Se establecidé que todas las muestras se encuentran
integras y tal como menciona Sanchez, Betsou y Methieson (2019), la concentracion de SpeedVac
no afecta la integridad ni la pureza de estas y por consiguiente, pueden ser utilizadas en analisis
génicos.

Posteriormente, se realiz6 una serie de pruebas para optimizar los cebadores GSTe2R y GSTe2F,
del gen GSTe2 (Anexo F); en estas pruebas se modifico el factor de dilucion de los puntos que
conformaron las curvas, asi como la concentracion de los cebadores y la muestra (concentrada en
SpeedVac o no concentrada). Se establecié que utilizar una muestra concentrada en SpeedVac para
realizar curvas estandares no es lo 6ptimo, ya que a pesar de tratarse de muestras integras, estas
cuentan con inhibidores concentrados que interfieren con la eficiencia de los cebadores (Opel, Chung
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y McCord, 2010), por lo que se decidi6 utilizar una muestra no concentrada.

En cuanto a los cebadores, se toméd como punto de inicio la concentracién de 0.3 uM, dado que
es la concentracion utilizada dentro del laboratorio de la Unidad de Entomologia Médica y Malaria
para analisis génicos de otros genes metabolicos en Ae. aegypti; sin embargo, con los cebadores
GSTe2R y GSTe2F, esta concentracion no fue éptima, ya que la eficiencia obtenida super6 el rango
de 90-110 % recomendado por Svec, Tichopad, Novosadova, et al., (2015). Se decidi6 aumentar la
concentracion de los cebadores a 0.5 uM y se observo una disminucion en la eficiencia, no obstante
esta no se encontré dentro del rango aconsejado. El siguiente paso fue aumentar la concentracién
de los cebadores a 0.6 uM y la eficiencia obtenida fue mayor a la eficiencia de la prueba anterior,
debido a que utilizar concentraciones altas de cebadores permite la formaciéon de dimeros, afectando
la eficiencia (Mikeska y Dobrovic, 2009). Por ello, se decidi6é realizar méas pruebas con 0.5 uM de
cebadores.

Respecto al factor de dilucién, se emple6 1/10, sin embargo, se obtuvo eficiencia superior al
rango 6ptimo, por ende, se aument6 el factor de dilucion a 1/2. No obstante, la eficiencia aumenté en
comparacion con la prueba anterior; debido a que las diluciones més bajas se encontraban demasiado
concentradas, causando innhibicién e impidiendo que las reacciones fueran eficientes (Merck, s.f.). De
modo que se realizo6 una mezcla con los factores de dilucion 1/2 y 1/10, para disminuir la inhibicion
por cantidad excesivas de plantilla; sin embargo, la eficiencia aumentd con respecto a la eficiencia
obtenida utilizando tnicamente 1/10 como factor de dilucion.

Por dltimo, se observoé que al utilizar 4 puntos en la curva estandar empleando 0.5 uM de
cebadores y 1/10 como factor de dilucion, se obtenia eficiencia dentro del rango éptimo y un buen
coeficiente de correlacion (Cuadro 6.5). Algunos autores recomiendan emplear 5 puntos en las curvas
estandar para validar los cebadores, sin embargo, la cantidad de puntos dentro de la curva resulta
variable, debido a las condiciones particulares de cada investigacion. Por ejemplo, Zhao, Maren,
Kosentka, et al. (2021) utilizo entre 3 a 4 puntos para validar genes en Tripidium ravennae. De esta
manera se establecié que las condiciones de optimizacién para los cebadores GSTe2F y GSTe2R son
0.5 uM de cebadores, 1/10 como factor de diluciéon y 4 puntos en la curva estandar (Figura 6.3).

Anélogamente, se realizaron pruebas para optimizar los cebadores GSTe5R, GSTe5F, GSTe7R y
GSTeTF, de los genes GSTe5 y GSTe7, respectivamente (Cuadro 6.7). En la prueba realizada para
analizar los cebadores GSTe5R y GSTe5F no se observo amplificacion. Al realizar el analisis de la
region del gen GSTe5 al que se une los cebadores (Anexo D) se observd que los primeros cuatro
nucleotidos del cebador GSTe5F no coinciden con la secuencia del gen; ademés, el producto de PCR
al que se unen los cebadores sobrepasa 100 pb; longitud que es lo suficientemente larga para ser
especifica del gen y lo suficientemente corta para que los cebadores se unan facilmente a la plantilla
de ADN (Basu, 2015). Por otro lado, con los cebadores GSTe7R y GSTe7F, se realizé una prueba
y esta no present6é amplificacion, se realizo el analisis de las secuencias y se observd que estos si
coindicen con la secuencia del gen y el producto de PCR es menor a 100 pb; por lo que se realizo
una segunda prueba y esta si presenté amplificacion. Pero la eficiencia fue mayor al rango 6ptimo y
un R? menor a 0.99. Por tal razén no se continué con la optimizacién de los cebadores de los genes
GSTeb y GSTeT.

Con base a los resultados de la optimizacion de los cebadores, inicamente se realizo el anélisis de
expresion génica de GSTe2 en las poblaciones El Carmen, Costa Rica y Villa Consuelo, Republica
Dominicana. En cuanto a la poblacion Carmen, Costa Rica (Cuadro 6.10), se observo que el gen se
encuentra sobreexpresado en los mosquitos resistentes a deltametrina y permetrina; sin embargo, se
determind que en las muestras resistentes a permetrina esta sobreexpresion es significativa. Ademaés,
se establecié que la sobreexpresion de este gen es constitutiva, debido al valor-p significativo al
comparar la muestra control con la cepa de referencia; lo que permite inferir que el gen GSTe2 se
sobreexpresa constitutivamente y tiene potencial rol en la resistencia a permetrina. En contraste, en
esta investigacion no se encontré sobreexpresion del gen GSTe2 en muestras resistentes a deltametrina
de El Carmen Costa Rica y por lo tanto no se encuentra involucrado en la resistencia a deltametrina.
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En relacion a la poblacion de Villa Consuelo, Repiblica Dominicana (Cuadro 6.11), se determind
tanto para las muestras resistentes a deltametrina y permetrina, que la sobreexpresiéon del gen
GSTe2 es significativa en comparacion a la cepa de referencia, pero no es significativa respecto a
las muestras control; por lo que bajo las condiciones de esta investigacion se determind que el gen
GSTe2 no esta involucrado en la resistencia a permetrina en la poblacion de Ae. aegypti de Villa
Consuelo, Repiublica Dominicana.

En el estudio de Lumjuan, et al. (2010) se observo que tanto GSTe2 como GSTe7 se sobreexpre-
saron significativamente en poblaciones de Ae. aegypti resistentes a piretroides provenientes de la
provincia de Chiang Mai, Tailandia, indicando un rol metabélico en la resistencia. Mientras que en
la presente investigacion no fue posible determinar el rol de GST para las poblaciones resistentes a
deltametrina de El Carmen, Costa Rica y Villa Consuelo, Repiblica Dominicana y de la poblacion
resistente a permetrina de Villa Consuelo, Republica Dominicana. Se infiere que esto es debido a
variaciones genéticas del vector; ya que se ha demostrado que las poblaciones de Africa Oriental,
America del Sur y del Centro y el Caribe se encuentran en un mismo clado que se derivan del Africa
del este. Mientras que en un segundo clado se encuentran espécimenes de Asia y el sudeste de Es-
tados Unidos (Zutiga, 2015). Por lo que estas diferencias genéticas podrian explicar porque en esta
investigacion no fue posible determinar el rol de las GSTs en la resistencia a piretroides en todas las
poblaciones de interés. Ademaés, es importante remarcar que al tratarse de una familia multigénica,
se infiere que otras GSTs, distintas a la GSTe2, podrian encontrarse involucradas en la resistencia a
piretroides.

Dentro de las limitaciones de este estudio es posible mencionar la ausencia de una escalera de
peso molecular de ARN, para evaluar con mayor precision la presencia o ausencia de las bandas 28S y
18S en las muestras de ARN en el gel de integridad. Otra limitacion del estudio fue la disponibilidad
del reactivo SYBR Green para la realizaciéon de pruebas de optimizaciéon de los cebadores, debido al
costo de este y su uso en otras investigaciones paralelas. Como consecuencia, no fue posible realizar
més pruebas con los cebadores del gen GSTe7.
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CAPITULO 8

Conclusiones

. Las extracciones de ARN de las muestras de Carmen, Costa Rica y Villa Consuelo, Repiblica
Dominicana se realizaron con éxito, ya que se obtuvo concentraciones y purezas aceptables.

. Se optimizaron los cebadores GSTe2F y GSTe2R del gen GSTe2, bajo las siguientes condiciones:
0.5 uM de cebadores, 1/10 como factor de dilucién y 4 puntos en la curva estandar.

. Respecto al anélisis de expresion génica, tnicamente se pudo evaluar el gen GSTe2 y se logrd
determinar que este gen tiene potencial rol en la resistencia a permetrina en poblaciones de Ae.
aegypti de Carmen, Costa Rica. Por otro lado, se concluyo que el gen GSTe2 no se encuentra
involucrado en la resistencia a deltametrina en esta poblacion, debido a que no se determind
la significancia en la expresion del gen en las muestras resistentes a este insecticida.

. Por tultimo, se determiné que el gen GSTe2 no estd potencialmente asociado en las pobla-
ciones resistentes a deltametrina y permetrina de Ae. aegypti de Villa Consuelo, Republica
Dominicana.
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capiTuLo 9

Recomendaciones

1. Se recomienda realizar la optimizacion de los cebadores redisenados de GSTe5 y GSTe7 (Seccion
11.11).

2. En cuanto a gen GSTe2 se recomienda que se analicen las posibles mutaciones del gen que
podrian estar relacionadas con la resistencia de permetrina en la poblacién de El Carmen,
Republica Dominicana. Con el fin de validar este gen como marcador metabdlico y extender
el analisis del rol de este gen en otras poblaciones de Centro América.

3. Para aquellas poblaciones en las que no se determiné el rol de las Glutatién S-transferasas en
la resistencia a piretroides, se recomienda realizar el anélisis génico de otras GSTs, asi como
otras familias de genes que podrian estar implicadas en la resistencia a piretroides en la region
de América del Centro y Republica Dominicana, tales como los citocromos.
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Anexos

11.1. Procedimiento Operacional Estandarizado de la Ex-
traccion de ARN utilizando el kit SV Total RN A Iso-
lation System de Promega
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Objetivo

Estandarizar la forma de almacenar mosquitos (4edes) para su posterior extraccion de ARN.

Introduccion

Extraccion de ARN de Aedes aegypti utilizando el kit SV Total RNA Isolation System de Promega

Definiciones y Acronimos
N/A

Responsabilidades

Es responsabilidad del laboratorista entender este procedimiento antes de realizar las operaciones
descritas. Si tiene alguna pregunta debe contactar al autor del documento o al encargado del area. Es
responsabilidad del encargado del area asegurarse que los miembros firmen que han leido y
entendido el protocolo operacional estandar y aclarar cualquier duda de ello.

Equipo, materiales y reactivos

1. Materiales

Tubos de 1.5 o 1.7 ml estériles

Sharpie punta ultrafina

Micro-pipeta de 100-1000ul y 20-200ul y de 0.5 — 10 pl
Puntas bloqueadas 100-1000ul y 20-200ul y 0.5 — 10 pl
Papel toalla

Kim wipes

Gradillas para tubos de 1.5 o 2ml

Gradillas para tubos de 0.2 ml

Gradilla fria para tubos de 1.5-2.0 ml

Beaker de 500 ml o un recipiente de descarte

Beaker para pistilos sucios

e Bolsa para descarte

e Hielera pequena con hielo

e Pinza entomologica

e Pistilos estériles
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e Macerador eléctrico
2. Reactivos

2.1. Reactivos para limpieza del area de trabajo:
e Etanol al 70%
e (Cloro al 10%

2.2. Reactivos para Extraccion y Cuantificacion de ARN

e Kit de extraccion de ARN “SV Total RNA Isolation System” de Promega. RNALater
RNA Lysis Buffer (Almacenado a 4°C)
RNA Dilution Buffer (Almacenado a temperatura ambiente)
RNA Wash Solution (Almacenado a temperatura ambiente)
Yellow Core Buffer (Almacenado a temperatura ambiente)
MnCl: (Almacenado a temperatura ambiente)
DNAase I (Almancenado a -20°C)
Nuclease Free Water -Agua Libre de Nucleasas (Almacenado a
temperatura ambiente)
e Etanol 95% (absoluto)
e Agua DEPC
e RNAzap

3. Equipo de laboratorio
e Bloque térmico
o Congelador -20°C
e Ultracongelador -80°C

Precauciones/Seguridad

e Utilizar guantes durante todo el proceso de almacenamiento
e Descartar los desechos bioldgicos en una bolsa especial para desechos biologicos y los
desechos quimicos segun indique la ficha de seguridad

Procedimiento
1. Preparacion de los reactivos incluidos en el Kit
1.1. Al abrir un nuevo Kit SV Total RNA Isolation System de Promega deben prepararse los
reactivos segun indica el manual.
1.2. Se debe verificar de cuantas reacciones es el Kit, 10, 50 y 250.

2. Preparacion del area de trabajo
2.1. Limpie el area donde se va a trabajar con cloro al 10%, etanol al 70% y RNAzap.
2.2. Limpie las gradillas, micro-pipetas y cajas de puntas que va utilizar con etanol al 70% y
RNAzap.
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2.3.
24.
2.5.

2.6.

Rotule un beaker de S00mL para descarte de las puntas.

Rotule un beaker para colocar los pistilos sucios (estos se limpian de acuerdo al POE X).
Encienda el bloque térmico a una temperatura de 70°C para tenerla lista cuando sea
necesaria la incubacion.

Asegurese de tener hielo listo en la hielera para la extraccion de ARN, el cual debe estar
listo al momento de ir a traer las muestras.

. Preparacion de material biologico

3.1.

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

Retirar 20 mosquitos (10 mosquitos por pool) almacenados a -20°C y coldquelos en hielo, si
los va a trabajar en las proximas horas o a temperatura ambiente si los va a trabajar
inmediatamente. No se recomienda trabajar mas de dos pools por ronda de extraccion por
persona.

Para cada pool a trabajar, rotular un tubo de 1.5 o 1.7mL con la informacion pertinente de
cada pool: No. de pool, Poblacion, fecha.

Colocar los tubos de 1.5 o 1.7mL en hielo.

A cada tubo, agregar 175uL del “RNA Lysis Buffer” provisto en el Kit de Promega, el cual
se mantiene en el refrigerador a 4°C.

NOTA: Esto debe mantenerse en frio.

Los individuos que fueron almacenados individualmente en tubos de 0.2mL con RNALater
pueden presentar cristales formados por el mismo reactivo. Con una pinza entomologica
eliminar la mayor cantidad de cristales presionandolos con fuerza.

NOTA: El RNALater se cristaliza cuando se almacena a temperaturas de -20°C o -80°C.
Es importante asegurarse de tener la menos cantidad posible de cristales en los individuos
ya que el exceso de estas sales y reactivos puede afectar el rendimiento de la extraccion.
Algunos mosquitos pueden perder sus patas, alas o fragmentarse al momento de destruir
estos cristales. Asegurese de recuperar la mayor cantidad del mosquito, libre de cristales,
posible para aumentar el rendimiento de la extraccion.

Una vez eliminados la mayor cantidad de cristales, retirar el mosquito con la misma pinza
entomoldgica del tubo de 0.2mL y presionarlos levemente contra el papel toalla para
eliminar el exceso de RNALater.

Colocar el mosquito en el tubo de 1.5 o 1.7mL previamente rotulado designado para los
pools.

Repetir los pasos 2.3 a 2.5 hasta completar los 10 individuos de cada pool. Mantener estos
pools en frio.

. Extraccion de ARN

4.1.
4.2.

4.3.
4.4.

Colocar un pistilo estéril en el macerador elétrico.

Macerar el pool de 10 individuos con el macerador eléctrico hasta no observar ninguna parte
reconocible del mosquito. Esta maceracion debe mantenerse en frio y no mas de un minuto
de duracion.

Repetir del paso 4.1 al 4.2 para cada pool que se vaya a extraer.

Una vez estén macerados los pools a procesar, agregar 350ul. de RNA Dilution Buffer
provisto por el Kit mencionado con anterioridad.
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10

4.11.

4.12.

4.13.

Mezclar por inversion 4 veces y colocar a incubar en el bloque térmico previamente
calentado a 70°C por tres minutos.

NOTA: No debe incubarse por mas de 3 minutos.

Una vez terminada la incubacion centrifugar a 14,000g por 10 minutos a temperatura
ambiente.

Rotular nuevos tubos para cada uno de los pools con la misma informacion colocada en el
tubo original y colocarlos en el hielo.

Terminada la centrifugacion, colocar los tubos en el hielo, y transferir toda la fase acuosa
clara, aproximadamente 525uL al nuevo tubo de 1.5-1.7mL previamente rotulado.

Armar las columnas provistas por el kit mencionado previamente, con una columna y un
tubo de colecta y rotular estas columnas con la informacién que se colocd en el tubo original
de 1.5 0 1.7mL. Colocar las columnas en la gradilla para tubos de 1.5 a 2.0mL.

. Agregar 200uL de Etanol al 95% (No provisto por el Kit) a cada tubo que contiene la fase
acuosa individualmente, mezclar por pipeteo 5 veces y transferir todo el contenido a una
columna previamente rotulada.

Centrifugar a 14,000g por un minuto a temperatura ambiente (siempre verificar que el filtro
de la columna esté totalmente seco).

Una vez centrifugado, retirar la columna, vaciar el tubo colector y volver a colocar la
columna sobre el tubo colector en una gradilla para tubos de 1.5-2.0mL.

NOTA: A partir de este paso, los tubos ya no son necesarios colocarlos en hielo.

Preparar la mezcla de incubacion de ADNasa (DNAase) mezclando los siguientes reactivos
incluidos en el kit:

Yelow Core Buffer

MnCI2 0.09M

DNase |

N=1

40uL

Sul

Sul

N=2

80uL

10uL

10ul

4.14.

4.15.
4.16.
4.17.

4.18.
4.19.
4.20.
4.21.
4.22.

4.23.
4.24.

Estos son los volumenes usados para 1 tubo o una columna de extraccion de ARN. Se
deben de aumentar las cantidades dependiendo de cuantos pools se estan extrayendo.
NOTA: Esta mezcla debe realizarse justo antes de utilizarse y se debe mantener en frio,
especialmente la DNAse 1.

Anadir 50ul de la mezcla de ADnasa directamente a la membrana de cada columna.
Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Después de los 30 minutos de incubacion, agregar 200ul. of DNase Stop Solution (incluida
en el kit).

Centrifugar a 14,000g por 1 minuto a temperatura ambiente.

No vaciar el contenido del tubo colector.

Agregar 600ulL del RNA Wash Solution (incluida en el kit).

Centrifugar a 14,000g por 1 minuto a temperatura ambiente.

Una vez centrifugado, retirar la columna, vaciar el tubo colector y volver a colocar la
columna sobre el tubo colector en una gradilla para tubos de 1.5-2.0mL.

Anadir 250ul. de RNA Wash Solution.

Centrifugar a velocidad maxima por 2 minutos a temperatura ambiente.
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4.25

4.26.

4.27.

4.28.
4.29.
4.30.
4.31.

. Tomar tubos de elucion (incluidos en el kit) y rotularlos debidamente con informacion

apropiada, Cepa o poblacion, generacion, numero de pool, ARN y la fecha de la
extraccion.

NOTA: Este tubo de elucion es el tubo final donde serd almacenado el ARN, este debe
poder ser identificado por cualquier miembro del laboratorio o equipo para su posterior
uso.

Una vez terminada la centrifugacion retirar la columna del tubo colector (verificar que el
filtro de la columna esté totalmente seco, si no lo esta, repetir el paso de centrifugacion) y
colocar en los tubos de elucion, descartar el tubo de coleccion anterior.

Agregar a la columna 100uL de agua libre de nucleasas (Nuclease Free Water incluida en el
kit).

Centrifugar a 14,000g por 1 minuto a temperatura ambiente.

Remover la columna y descartarla.

Cerrar el tubo de elucion, colocarlo en hielo y cuantificar inmediatamente.

En dado caso no se pueda cuantificar inmediatamente, tome una alicuota de
aproximadamente 2.2uL y coldquela en un tubo rotulado con la misma informacién que el
tubo de elucidon mas informacion que esta alicuota es para cuantificar.

5. Cuantificacion del ARN

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

5.6.
5.7.

5.8.

5.9.

Encender el NanoDrop One.

En la pantalla de inicio escoger la opciéon de ARN o RNA.

Utilizar agua libre de nucleasas o DEPC como blanco.

Una vez el blanco este aceptado puede procederse a cuantificar las muestras de ARN
extraidas.

Cuantificar cada muestra en triplicado y registrar los datos de concentraciéon y pureza
(A260/A280 y A260/A230).

Calcular la concentracion promedio para cada muestra.

En base a las concentraciones promedio, hacer alicuotas de 1 ug de ARN para
posteriormente realizar la sintesis d¢ ADN complementario.

Las alicuotas deben de ir en tubos rotulados con toda la informacion de la muestra original
mas la concentracion de la alicuota, en este caso 1 ug.

Almacenar a -70°C estas alicuotas hasta su uso.

6. Concentracion de Muestras.

6.1.

En caso las muestras estén debajo de 250 ng/uL. concentrarlas en el Speed-Vac Eppendorf
sin temperatura por 25 min utilizando la opcion “VA-AQ”. Si estd aun no llega a la
concentracion deseada puede concentrarlas por 10 min més. En caso las muestras tengan
una concentraciéon muy baja se recomienda repetir la extraccién con nuevo material.

Control de Calidad

La cuantificacion de ARN utilizando el equipo Nanodrop da indicios acerca de la calidad, pureza y
concentracion del ARN extraido. En caso las concentraciones sean muy bajas, se puede concentrar
utilizando en el SpeedVac Eppendorf. Se puede realizar un gel con condiciones desnaturalizantes
para observar la integridad del ARN extraido.
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Revisado por: Fecha:

Aprobado por: Fecha:

Objetivo

Sintetiza el ADN complementario a partir de ARN de Aedes aegypti.

Introduccion

La sintesis de ADN complementario es descrita a continuacion mediante el uso del kit fabricado por
Promega de GoScript™ Reverse Transcription System (A5001). Este kit incluye transcriptase
reversa y un se de reactivos disefiados para una Optima y eficiente sintesis de cDNA de hembra
simple en preparacion para una amplificacion por PCR.

Definiciones y Acronimos
N/A

Responsabilidades

Es responsabilidad del laboratorista entender este procedimiento antes de realizar las operaciones
descritas. Si tiene alguna pregunta debe contactar al autor del documento o al encargado del area. Es
responsabilidad del encargado del area asegurarse que los miembros firmen que han leido y
entendido el protocolo operacional estandar y aclarar cualquier duda de ello.

Equipo, materiales y reactivos

1. Materiales

Tubos 0.2mL autoclaveados y libres de nucleasa

Tubos 1.7mL autoclaveados

Sharpie punta ultrafina

Micro-pipeta de 100-1000uL y 20-200uL y de 0.5 — 10 uL
Puntas bloqueadas 100-1000uL y 20-200uL y 0.5 — 10 pL
ARN objetivo de alta calidad diluido en agua libre de nucleasa
Bafio de hielo

e Papel toalla

e (radillas para tubos de 0.5 mL

e (radilla fria para tubos de 0.5 mL
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e Beaker de 500 ml o un recipiente de descarte
e Bolsa para descarte
e Hielera pequena con hielo

2. Reactivos

2.1. Reactivos para limpieza del area de trabajo:
e Etanol al 70%
e C(loro al 10%

2.2. Reactivos para Sintesis de ADN complementario
e Kit de sintesis de ADNc GoScript™ Reverse Transcription System
e GoScript™ Transcriptasa Reversa
GoScript™ 5X Buffer de Reaccion
MgCl 25mM
PCR Nucleotide Mix
Primer Oligo(dT):s
Agua libre de nucleasas

3. Equipo de laboratorio

Bloque térmico o bafio maria a temperaturas controladas de 25, 42 y 70 °C.
Congelador -20°C

Ultracongelador -80°C

Vortex

Minicentrifuga

Termociclador

Precauciones/Seguridad

e Utilizar guantes durante todo el proceso de almacenamiento
e Descartar los desechos bioldgicos en una bolsa especial para desechos biologicos y los
desechos quimicos segun indique la ficha de seguridad

Procedimiento

1. Sintesis de primera hebra de ADN complementario
En esta seccion del procedimiento se convertirdn hasta Sug de ARN total en la primera hebra de

ADN complementario.
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a. Preparacion de alicuotas de ARN experimental

Primero se preparan alicuotas de RNA para que haya Sug por reaccion. Este calculo se hace en base
a la concentracion obtenida durante la cuantificacion del extracto de ARN en NanoDrop (Ver POE
LBMA4A Extraccion ARN). Tomar en cuenta que cada reaccion tiene un volumen final de SuL.

Cada uno de los siguientes componentes se mezcla en vortex (menos la muestra de ARN) y se
centrifuga brevemente en la minicentrifuga para un spin down.

Componente Concentracion | Volumen (uL)
esperada
ARN experimental 1 pg/reaccion | X
Primer — Oligo(dT)1s 0.5pg/reaccion | 1

Agua libre nucleasas — X
Volumen final SuLL

El encargado de la sintesis debera calcular los volumenes de ARN experimental y agua libre de
nucleasas con base en la concentracion del ARN experimental. El Oligo(dT)isy el agua se agrega
en un tubo 1.5 0 2 mL en la campana blanca. Luego, en la campana gris se agrega el ARN usando
puntas rotuladas para ARN.

Se cierra bien el tubo y se colocan en el bloque térmico por 5 minutos a 70°C. Al finalizar el tiempo
trasladar inmediatamente a un bafo de hielo por un minimo de 5 minutos. Luego, se centrifuga cada
tubo por 10 segundos en la minicentrifuga para colectar el condensado. Mantener los tubos en una
hielera pequefia con hielo hasta que se agregue la mezcla de reaccion de la transcripcion inversa.

b. Preparacion de la mezcla de reaccion para la retrotranscripcion
En un tubo de 1.5 o 2 mL, se prepara la mezcla de reaccion para la retrotranscripcion en un ambiente

estéril dentro de la campana blanca. Se requieren 15ul para cada reaccion de sintesis de ADN
complementario. A continuacion, se presentan los componentes y sus respectivos volumenes.

Componenete Concentracion Concentracion Volumen (pL)
inicial final
Agua libre de nucleasas -- -- 6.5
GoScript™ 5X Reaction Buffer 5X -- 4.0
MgCl; 25uM 2.5mM 2.0
PCR Nucleotide Mix (ANTP) 10uM 0.5mM 1.0
Recombinant RNASin 40U/uL 20U 0.5
GoScript™ Reverse Transcriptase -- - 1.0
Volumen final (para ISHL
cada reaccion)
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Este master mix se mezcla suavemente en el vortex y se mantiene en hielo o gradilla fria antes de
dispensarlo en los tubos de reaccion.

c. Sintesis del ADN complementario
Dentro de la campana blanca, se agregan alicuotas de 15uL del master mix para cada reaccion en
tubos de 0.2mL. Los tubos deben mantenerse frios por lo que se recomienda colocarlos en una

gradilla fria.

Luego, se agregan los SuL de las alicuotas de ARN preparado en la campana gris para un volumen
final de 20pL.

En un termociclador, se coloca la siguiente programacion.

Paso Temperatura Minuto
Alineamiento 25°C 5 min
Extensioén 42°C 1 hora
Inactivacion de transcriptasa reversa | 70°C 15 min

Los productos de la reaccion se almacenan a 4°C.

Control de Calidad
N/A

Documentacion

Registrar cada una de las muestras extraidas en el cuaderno de laboratorio, y dejar un record
electronico en el archivo de Excel correspondiente.

Documentos Asociados
N/A

Referencias

Promega. (2018). GoScript™ Reverse Transcription System. Promega Corporation.

Historia de Revision
Revision 0




11.3. Informacién de los cebadores GSTe2R y GSTe2F, del
gen GSTe2

Cuadro 11.1: Secuencia 5‘——3 de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cebador Secuencia 5—3¢ Fuente

GSTe2F  AAG ATC TAC GGC TGG CTG GA  Helvecio, Romao, Carvalho-Leando, et al., 2020

GSTe2R TCT GCG ACA GGA CAA ACT GC

Cuadro 11.2: Caracteristicas de los cebadores GSTe2F y GSTe2R

Cebador Longitud (pb) Tm (°C) GC%
GSTe2F 20 60.69 55.0

GSTe2R 20 60.88 55.0

agtgactgtgttatgtctaaatacatagaaacaagagagatttgggtattcagagtatcgcagagata
cagtgatgatcgaccataataacgttatcaagaaaactcacgattttacgtgtaaacataatattaca
tacattttatgtaggtatccactttggcaccaatacagatcaaatcaaaacaggtccatttcatcgac

gatcatcatcagtttcacttaggcecggecaaacgaaccggtcacaaattcactactgetetecaagaac
aaattatctgctccacaATGACGAAGCTCATTTTGTACACGCTCCATGTGAGCCCACCCTGTCGGGCA

GTGGAACTCTGTGCCAAAGCGCTGGGCCTTGAATTGGAACAAAAAACGGTCAATTTGTTGACCAAAGA
GCATCTTACACCGGAATTTATGAAGgtttgtagatcgaagcaatttcgggtgatgctaaatgtaattt
tctgtattattttcaaagATGAACCCTCAACACACCGTGCCGGTGCTAGACGATAACGGTACCATCGT
TTGTGAAAGTCATGCAATTATGATTTATCTGGTGTCAAAGTACGGCAAAGATGACAGTCTCTACTCGA
AAGAACTGGTTAAGCAAGCCAAACTGAATGCTGCTCTTCACTTCGAGAGCGGTGTCCTGTTCGCTCGT
TTGCGGTTTGTGTGTgtaagtattctcgagecgtgataaatacctatgcagtagtgtgtggecttatttt
tgtattatttttttaaacagtagcttaaacaactcaaatcacataaaatagaacataaaatagtttta
aactacaactagtactagtttaacgtaggttgctctgattttccatcatttcactaataaattgagtt
tgtttgatcataacttcatgaatacttgaccatttgtgaagctttttgcatttgaagaagattcgatt
gtctttgaactacaaaagtactcaatgaaggttttttagcacctaaaaacgtgaattttcatgcaaaa
agattgctgataatttaaatatgttttactccaaatttgaggtttctcttcttatgtttgttttctag
ttcagaagataacgcgaacttttggttttgagaacttgtgaaatataagccacaccttaaaacacatc
ttggactctgaacttactctgtcaatttttecgcacctcatagGAACCAATCCTTTTCGCCGGAGGGTC
TGAGATTCCAGCGGATCGTGCCGAATATGTGCAAAAGGCTTACCAACTGTTGGAGGATACCCTGGTGG
ATGACTATATCGTGGGAAATTCGCTGACAATCGCGGATTTCAGTTGCGTTTCGAGCGTTTCGTCGATT
ATGGGAGTAATTCCGATGGATAAGGAGAAGTTCCCGAAGATCTACGGCTGGCTGGACCGCTTGAAGGC
GCTGCCCTACTACGAGGCAGCCAACGGAAGTGGAGCCGAGCAGGTGGCGCAGTTTGTCCTGTCGCAGA
AGGAGAAGAATGCTCAAAAGGCATAAttttttatattctttgaaactcatactcatatcttttattge
aatttaaaatacgagaaaaaaaaaaaa

utr intrones REGION DONDE SE UNEN LOS CEBADORES

Figura 11.1: Secuencia del gen GSTe2 y region donde se unen los cebadores GSTe2F y GSTe2R.
Secuencia recuperada de: https://vectorbase.org/vectorbase/app/record/gene/AAEL007951
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11.4. Informacién de los cebadores GSTe5R y GSTe5F, del
gen GSTeb

Cuadro 11.3: Secuencia 5‘——3 de los cebadores GSTe5F y GSTe5R.

Cebador Secuencia 5‘——3¢ Fuente

GSTebF  CAC CAT GAC CAA ACC AAT TGT ATA C Lumjuan, Rajatileka, Changsom,

GSTedR CGG TTC AAC CAA GCG TAG AT et al., 2011

Cuadro 11.4: Caracteristicas de los cebadores GSTeb5F y GSTe5R.

Cebador Longitud (pb) Tm (°C) GC%
GSTebF 25 58.67 40.0

GSTe5R 20 58.28 50.0

tgagctggtaatatgagtaacagactcaaacgtacataaatgaagcttcaagcattcaaatcaattta
attggatacttatctcctacctatccatttggttgaatctaacttactcggaaataaaacgacaATGA
CCAAACCAATTGTATACACGCTCTACTTAAGTCCACCTTCGCGAGCTGTGGATCTCTGTGCGGTAGCG
CTGGGAATCGAATTGGAACGCAAAGTTATGAATCTGCTAGAGAGGGAACATTTGGACCCGAAATTTCT
CAAGgtacaggttgttggaagattggtggtacagattgagacttaaacgttacttttcaacagATGAA
TCCTCAACATACGATTCCGGTGCTGGATGATGGTGGGATAATTGTTCGTGATAGCCATGCCATCATGA
TCTATTTGGTATCCAAGTATGGGAAGGACGATAGTTTGTACCCGAAGGATTTGGCTGAACAGGCGAAA
GTTAATGCTGCCTTATACTTTGATTGTGGAGTCCTGTTCGCTCGTTTGCGGTTCATTACTgttagtet
tcatagtgtggcagataatttacaggttcgaaatagttaattgactttattaaacattgtagGAACAA
ATTCTGATGGGAGGAAGTGAAATTCCGGCGGARAAAGGCTGCTTACGTGGAGTCGGCTTACCAACTGCT
GGAAGATGCCCTGACCGATGACTTCATCGCAGGAAACTCTCTGACTATCGCAGATCTTAGCTGCGGGT
CCACTGTCTCCACCGCGATGGGATTAATTCCGATGGACCGGGACAAATATCCGAAGATCTACGCTTGG
TTGAACCGCTTGAAGGCACTGCCCTACTTCGAAGAATTGAACGACCAAGGGGCTGTGGAGTTACCGGC
TATTATGAAAAACCTCATGGAGACCAATGCTCGCAAGGCTITGAgttgaactctaatcaaactaataaa

agctagtaattcacagtggttgatttta

utr intrones REGION DONDE SE UNEN LOS CEBADORES

Figura 11.2: Secuencia del gen GSTe5 y region donde se unen los cebadores GSTe5F y GSTe5R.
Secuencia recuperada de: https://vectorbase.org/vectorbase/app/record/gene/AAEL007964
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11.5. Informacién de los cebadores GSTe7R y GSTe7F, del
gen GSTe7

Cuadro 11.5: Secuencia 5‘——3 de los cebadores GSTe7F y GSTe7R.

Cebador Secuencia 5‘——3¢ Fuente
GSTe7TF TGAGGCGGCTTACGATCTAT Lumjuan, Rajatileka, Changsom,

GSTeTR CCATCCGTTTAAGAAAAGCG et al., 2011

11.6. Caracteristicas de los cebadores GSTe7F y GSTe7R.

Cebador Longitud (pb) Tm (°C) GC%
GSTeTF 20 58.38 50.0

GSTe7R 20 55.38 45.0

taacatttttgtcagcacaaccattcagtttactggtcgcagttgataagecgcacatctccaaacATG
AGTTCCAAAATAGTGCTGCATACAACCCGTCGCACCCCCGGAGGACGAGCTGTTCAAATCTTGTCCCA
CATTTTGGGGCTGGATCTCGATCTCAAGTTTGTCGATCTGTCCAAAAAGGAACAGATGAGCGAGGAGT
TTCTCAAGgtaggtggcaactcaattagagatgatctttcataactctcgatcttttcagTTAAACCC
ATTCCACACGATACCGACCATTGACGACGATGGTGTTCCGGTGTACGACAGCCATGCCATTCTCGTCT
ATCTGGTGTCCAAGTACGCCAAGGATCGGGATCTCTTTCCGGAGGATCCCGTCATCCAAGCTCGCATC
AACGCTTGGTTCCACTTCGACTCCGGAGTTTTGTTTCCGAGACTGCGTGGTGCCGTTGAACCAGTGTT
CTACTTTGGTCTGAAGAAGATTCCCCGGGATCGAATGGAAGCAATTGAGGCGGCTTACGATCTATTCG
AAGGAGCGCTGAAGGGCGATTTCCTGGTAGGAGATTCGTTGACGCTGGCGGATATAAGCGTAACCACT
TGTTTGGTGTCCTTGAATGGAGTTTGCCCTATGGAGGAGTCTAAATATCCGAAAAGCTGCGCTTTTCT
TAAACGGATGGAACAGTCAATGCCGTGCTACAAGGAGTTCAACGCTGAAGTGTTGGAAGAGACCAAGG
TATTTCTAAAGCAGAAACTGGATGAAAACAATAAGAAATARaatcaaccactgtgaattacta

utr intrones REGION DONDE SE UNEN LOS CEBADORES

Figura 11.3: Secuencia del gen GSTe7 y region donde se unen los cebadores GSTe7F y GSTe7R.
Secuencia recuperada de https://vectorbase.org/vectorbase/app/record/gene/A AEL007948
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11.7.

Optimizaciéon de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.6: Condiciones de las pruebas de optimizacioén de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Prueba Muestra Factor de Concentracion Puntos de la Eficiencia (R?)
dilucion  de cebadores (uM) curva
1 NO3 1/10 0.3 5 210.08%  0.9915
2 NO3 1/5 0.3 5 138.16%  0.9780
3 NO3 1/5 0.5 5 207.62%  0.9849
4 NO1 1/5 0.3 5 229.95%  0.9775
5 NO1 1/10 0.3 4 159.15%  0.9881
6 NO1 1/10 0.5 5 125.85%  0.9949
7 NO1 1/10 0.6 5 150.56 %  0.9930
8 NO1 1/2 0.5 5 225.66 %  0.9930
9 NO1 1/2 0.3 4 147.93%  0.9687
10 NO1 1/2y1/10 0.5 5 157.82%  0.9865
11 NO1 1/10 0.5 5 136.84%  0.9760
12 NO1 1/10 0.5 4 105.90%  0.9987

Cuadro 11.7: Resultados del gPCR de la prueba 1 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacién
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 29.634 29.634 0.0
0.1000 -1.0 31.816 31.816 0.0
0.0100 -2.0 33.502 33.502 0.0
0.0010 -3.0 36.261 36.261 0.0
0.0001 -4.0 37.585 37.585 0.0
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y=-2.0347x + 29.69

R*"2 =0.9915
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Logaritmo

Figura 11.4: Curva estandar de la prueba 1 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.8: Resultados del gPCR de la prueba 2 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 28.149 28.149 0.0
0.2000 -0.7 29.162 29.162 0.0
0.0400 -14 31.014 31.014 0.0
0.0080 -2.1 32.943 32.943 0.0
0.0016 -2.8 35.532 35.532 0.0
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y= -2.6535x + 27.651

R"2 =0.9780

34

3z

Ct

30

28

Logaritmo

Figura 11.5: Curva estandar de la prueba 2 de optimizacién de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.9: Resultados del gPCR de la prueba 3 de optimizacion.

Concentracion Logaritmo de Ct Promedio Desviacién
del punto la concentraciéon Ct estandar
1.0000 0.0 26.583 26.583 0.0
0.2000 -0.7 27.730 27.730 0.0
0.0400 -1.4 29.331 29.331 0.0
0.0080 -2.1 30.335 30.335 0.0
0.0016 -2.8 32.442 32.442 0.0
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Ct

28
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Figura 11.6: Curva estandar de la prueba 3 de optimizaciéon de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.10: Resultados del gPCR de la prueba 4 de optimizacion.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 28.406 28.406 0.0
0.2000 -0.7 28.967 28.967 0.0
0.0400 -14 30.550 30.550 0.0
0.0080 -2.1 31.933 31.933 0.0
0.0016 -2.8 33.665 33.665 0.0
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y=-1.9288x + 28.008

R"2 =0.9775

32

Ct

30

28

Logaritmo

Figura 11.7: Curva estandar de la prueba 4 de optimizaciéon de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.11: Resultados del gPCR de la prueba 5 de optimizacion.

Concentracion Logaritmo de Ct Promedio Desviacién
del punto la concentraciéon Ct estandar
1.0000 0.0 29.634 29.229 0.0
0.1000 -1.0 31.040 31.040 0.0
0.0100 -2.0 33.479 33.479 0.0
0.0010 -3.0 36.476 36.476 0.0

36

y=-2.4181x + 28.929
R"2 =0.9881

34

Ct

32

30

Logaritmo

Figura 11.8: Curva estandar de la prueba 5 de optimizaciéon de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.
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Cuadro 11.12: Resultados del gPCR de la prueba 6 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 27.165 27.165 0.0
0.1000 -1.0 28.772 28.772 0.0
0.0100 -2.0 31.414 31.414 0.0
0.0010 -3.0 33.995 33.995 0.0
0.0001 -4.0 38.685 38.685 0.0

y=-2.8263x + 26.354
R"2 = 0.9646

Ct

30

4 3 2 1 0
Logaritmo

Figura 11.9: Curva estandar de la prueba 6 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.13: Resultados del qPCR . de la prueba 7 de optimizacion.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 26.402 26.402 0.0
0.1000 -1.0 28.120 28.120 0.0
0.0100 -2.0 30.728 30.728 0.0
0.0010 -3.0 33.496 33.496 0.0
0.0001 -4.0 36.248 36.248 0.0
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y=-2.5068x + 25.985
35.01 R*2 =0.9930

32.54

Ct

3004
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3 3 2 X :
Logaritmo

Figura 11.10: Curva estandar de la prueba 7 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.14: Resultados del qPCR de la prueba 8 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracién Ct estandar
1.0000 0.0 24.794 24.794 0.0
0.5000 -0.3 24.878 24.878 0.0
0.2500 -0.6 26.105 26.105 0.0
0.1250 -0.9 26.708 26.708 0.0
0.0625 -1.2 26.814 26.814 0.0
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27.09

26.51 y=-1.9502x + 24 686

R"2 = 0.9091

26.0 9

Ct

1.25 -1.00 -0.75 -0.50 0.25 0.00
Logaritmo

Figura 11.11: Curva estandar de la prueba 8 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

Cuadro 11.15: Resultados del gPCR de la prueba 9 de optimizacion.

Concentracion Logaritmo de Ct Promedio Desviacién
del punto la concentraciéon Ct estandar
1.0000 0.0 27.011 27.011 0.0
0.5000 -0.3 27.434 27.434 0.0
0.2500 -0.6 28.597 28.597 0.0
0.1250 -0.9 29.168 29.168 0.0

29.01
28.51 = -2.536x + 26.907
R"2 = 0.9687
O 2801
2759
27.04

-0.75 -0.50 0.25 0.00
Logaritmo

Figura 11.12: Curva estandar de la prueba 9 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.
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Cuadro 11.16: Resultados del qPCR de la prueba 10 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 25.454 25.454 0.0
0.1000 -1.0 28.021 28.021 0.0
0.0100 -2.0 29.368 29.368 0.0
0.0010 -3.0 32.703 32.703 0.0
0.0001 -4.0 35.269 35.269 0.0

32,59 y=-2.4312x + 25.301

R"2 = 0.9865

Ct

3009

27.54

3 3 2 K ;
Logaritmo

Figura 11.13: Curva estandar de la prueba 10 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.
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Cuadro 11.17: Resultados del qPCR de la prueba 11 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 26.970 26.904 0.066003
26.903
26.838

0.1000 -1.0 28.244 28.458 0.62285
29.159
27.970

0.0100 -2.0 31.442 29.368 0.22354
31.088
31.028

0.0010 -3.0 35.026 35.190 0.44329
34.853
35.692

0.0001 -4.0 37.800 36.891 0.84316
36.738
36.134

37.54

y=-2.6705x + 26.385
35.01 R"2 =0.9783

3259

Ct

30.0 9

27.59

-4 3 2 -1 0
Logaritmo

Figura 11.14: Curva estandar de la prueba 11 de optimizacién de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.
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Cuadro 11.18: Resultados del qPCR de la prueba 12 de optimizacién.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 27.788 27.854 0.08034
27.967
27.807

0.1000 -1.0 31.176 30.947 0.17002
30.768
30.898

0.0100 -2.0 34.397 33.949 0.34131
33.880
33.570

0.0010 -3.0 36.928 37.481 0.39845
37.852
37.662

y=-3.1881x + 27.776
RA2 = 0.9987

Logaritmo

Figura 11.15: Curva estandar de la prueba 12 de optimizacion de los cebadores GSTe2F y GSTe2R.

11.8. Genes de referencia

Cuadro 11.19: Condiciones de qPCR para los genes RSP3 y Ae60sL8

Factor de diluciéon Concentraciéon de cebadores No. de puntos en la curva
1/10 0.3 uM 4
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Ct

Cuadro 11.20: Eficiencia y coeficiente de correlacién (R?) de los genes de referencia RSP3 y

3254

30.04

27.59

Ae60sLS.
GenEficiencia Coeficiente de correlacién (R?)
RSP3 101.83% 0.9981
Ae60sL8 100.18 % 0.9991

Cuadro 11.21: Resultados del gPCR del gen de referencia RSP3.

Concentracion Logaritmo de Ct Promedio Desviacién
del punto la concentraciéon Ct estandar
1.0000 0.0 23.114 22.736 0.34890
22.426
22.669

0.1000 -1.0 25.434 25.586 0.16722
25.765
25.558

0.0100 -2.0 29.067 29.124 0.05855
29.184
29.121

0.0010 -3.0 32.546 32.486 0.22313
32.239
32.673

y=-3.2787x + 22.565
RA2 = 0.9981

Logaritmo

Figura 11.16: Curva estdndar del gen RSP3.
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Ct

Cuadro 11.22: Resultados del qPCR del gen de referencia Ae60sLS.

Concentraciéon Logaritmo de Ct Promedio Desviacion
del punto la concentracion Ct estandar
1.0000 0.0 23.005 22.872 0.39659
22.426
23.185

0.1000 -1.0 26.253 26.266 0.01553
26.261
26.283

0.0100 -2.0 29.501 29.456 0.06363
29.411

0.0010 -3.0 33.201 32.867 0.47234
32.533

3259

30.0

27.54

2254

y=-3.3475x + 22.869

R"2 = 0.9997

11.9.

Logaritmo

Figura 11.17: Curva estandar del gen Ae60sLS.

Expresion génica de GSTe2 de la poblaciéon Carmen.

Cuadro 11.23: Valores de Ct obtenidos del equipo de qPCR.

Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8
CR1 27.948 22.339 21.230
27.930 22.339 21.399
27.806 22.339 21.449
CRb5 29.367 23.682 24.370
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CR6

CR7

CRS

CR9

CR2

29.053
29.384

28.712
28.767
28.503

30.250
30.331
30.297

29.275
28.928
28.980

29.096
28.824
28.753

29.789
29.707
29.945

23.140
23.485

22.918
22.681
22.809

22.972
23.130
23.319

21.947
21.742
22.081

23.230
23.081
23.335

22.865

22.976
22.822
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23.695
24.109

22.268
22.186
22.283

23.158
23.118
22.998

22.556
22.535
22.378

23.637
23.574
23.537

23.065
22.973
22.800



Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8

CR3 29.992 23.095 23.166
30.199 23.026 23.256
30.191 22.537 23.156
CR4 30.366 23.477 23.680
30.425 23.814 23.332
30.496 23.818 23.577
NO1 30.015 22.601 21.734
29.373 22.444 21.548
29.954 22.285 21.713
NO2 30.754 23.206 22.765
30.524 23.068 22.619
30.678 23.021 22.681
NO3 30.411 22.499 22.005
30.517 22.606 22.335
31.032 22.438 22.322

Cuadro 11.24: Correcciéon de los valores Ct de acuerdo con las eficiencias de los PCRs.

Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8
CR1 29.12 22.63 21.25
29.10 22.63 21.42
28.97 22.63 21.47
CR5 30.60 23.99 24.40
30.27 23.44 23.72
30.62 23.79 24.14
CR6 29.92 23.22 22.29
29.97 22.98 22.21
29.70 23.11 22.31
CR7 31.52 23.27 23.18
31.60 23.43 23.14
31.57 23.62 23.02
CRS8 30.50 22.23 22.58
30.14 22.03 22.56
30.20 22.37 22.40
CR9 30.32 23.53 23.66
30.03 23.38 23.60
29.96 23.64 23.56
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Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8

CR2 31.04 23.16 23.09
30.95 23.28 23.00
31.20 23.12 22.83
CR3 31.25 23.40 23.19
31.47 23.33 23.28
31.46 22.83 23.18
CR4 31.64 23.78 23.71
31.70 24.13 23.36
31.77 24.13 23.60
NO1 31.27 22.90 21.76
30.61 22.74 21.57
31.21 22.58 21.74
NO2 32.04 23.51 22.79
31.80 23.37 22.64
31.96 23.32 22.71
NO3 31.69 322.79 322.03
331.80 322.90 322.36
332.33 322.73 322.35

Cuadro 11.25: Promedio de las réplicas técnicas.

Reéplica biologica GSTe2 RSP3 Ae60sL8

CR1 29.06 22.63 21.38
CR5 30.50 23.74 24.08
CR6 29.86 23.10 22.27
CR7 31.56 23.44 23.12
CR8 30.28 22.21 22.51
CR9 30.10 23.52 23.61
CR2 31.06 23.19 22.97
CR3 31.39 23.19 23.22
CR4 31.71 24.01 23.56
NO1 31.03 22.74 21.69
NO2 31.94 23.40 22.71
NO3 31.94 22.81 22.24
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Cuadro 11.26: Valores de delta Ct.

Réplica biolégica dCt RSP3 dCt Ae60sL8

CR1 6.43 7.68
CR5 6.75 6.41
CR6 6.76 7.59
CR7 8.12 8.45
CRS 8.07 7.7
CR9 6.58 6.49
CR2 7.88 8.09
CR3 8.21 8.17
CR4 7.69 8.15
NO1 8.29 9.34
NO2 8.54 9.22
NO3 9.13 9.69

Cuadro 11.27: Promedio de los valores de delta Ct.

Réplica biolégica dCt promedio

CR1 7.06
CR5 6.58
CR6 7.18
CR7 8.28
CR8 7.92
CR9 6.54
CR2 7.99
CR3 8.19
CR4 7.92
NO1 8.82
NO2 8.88
NO3 9.41

Cuadro 11.28: Valores de delta delta Ct.

Réplica biologica 2-dCt

CR1 0.007507209
CR5 0.010433607
CR6 0.006908172
CR7 0.003208197
CRS 0.004135096
CR9 0.010751706
CR2 0.003945541
CR3 0.003425968
CR4 0.004124848
NO1 0.002217226
NO2 0.002120647
NO3 0.001467609
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Cuadro 11.29: Promedio de los valores de delta delta Ct por réplica biologica.

Réplica biolégica Promedio 2-dCt
CR1
CR5
CR6 0.008282996
CR7
CR8
CR9 0.006031666
CR2
CR3
CR4 0.003832119
NO1
NO2
NO3 0.001935161

11.10. Expresion génica de GSTe2 de la poblacién Villa
Consuelo.

Cuadro 11.30: Valores de Ct obtenidos del equipo de qPCR.

Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8
VC4 30.244 22.490 22.446
30.045 22.099 22.378
30.087 22.026 22.456
VC5 30.131 23.518 23.729
30.416 23.558 23.646
30.163 23.998 23.741
VC6 29.962 23.201 23.554
30.667 23.083 23.756
30.138 23.307 23.725
VC1 30.444 24.871 23.883
29.622 24.162 23.759
30.499 24.964 23.325
VC2 29.970 23.507 23.065
30.300 23.759 23.020
29.956 23.665 23.030
VC3 29.078 23.403 22.643
29.392 23.412 22.737
29.549 23.764 22.767
vC7 30.089 24.053 23.813
30.175 24.137 23.810
29.918 23.873 23.931
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Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8

VC9 29.333 22.504 22.930
28.970 22.299 22.802
29.159 22.164 22.827
VC10 30.491 23.808 24.372
30.489 23.803 24.329
30.705 23.857 24.402
NO1 30.015 22.601 21.734
29.373 22.444 21.548
29.954 22.285 21.713
NO2 30.754 23.206 22.765
30.524 23.068 22.619
30.678 23.021 22.681
NO3 30.411 22.499 22.005
30.517 22.606 22.335
31.032 22.438 22.322

Cuadro 11.31: Correccion de los valores Ct de acuerdo con las eficiencias de los PCRs.

Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8
VC4 31.51 22.78 22.47
31.31 22.39 22.40
31.35 22.31 22.48
VC5 31.40 23.83 23.75
31.69 23.87 23.67
31.43 24.31 23.77
VC6 31.22 23.50 23.58
31.95 23.39 23.78
31.40 23.61 23.75
VC1 31.72 25.20 23.91
30.86 24.48 23.78
31.78 25.29 23.35
VC2 31.23 23.81 23.09
31.57 24.07 23.04
31.21 23.97 23.05
VC3 30.30 23.71 22.67
30.62 23.72 22.76
30.79 24.07 22.79
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Muestra GSTe2 RSP3 Ae60sL8

vC7 31.35 24.37 23.84
31.44 24.45 23.84
31.17 24.18 23.96
VC9 30.56 22.80 22.95
30.18 22.59 22.83
30.38 22.45 22.85
VC10 31.77 24.12 24.40
31.77 24.11 24.36
31.99 24.17 24.43
NO1 31.27 22.90 21.76
30.61 22.74 21.57
31.21 22.58 21.74
NO2 32.04 23.51 22.79
31.80 23.37 22.64
31.96 23.32 22.71
NO3 31.69 22.79 22.03
31.80 22.90 22.36
32.33 22.73 22.35

Cuadro 11.32: Promedio de las réplicas técnicas.

Reéplica biologica GSTe2 RSP3 Ae60sL8

VC4 31.39 22.50 22.45
VG5 31.50 24.00 23.73
VC6 31.52 23.50 23.70
VC1 31.45 24.99 23.68
VC2 31.34 23.95 23.06
VC3 30.57 23.83 22.74
VC7 31.32 24.33 23.88
VC9 30.38 22.61 22.88
VC10 31.84 24.13 24.39
NO1 31.03 22.74 21.69
NO2 31.94 23.40 22.71
NO3 31.94 22.81 22.24
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Cuadro 11.33: Valores de delta Ct.

Réplica biolégica dCt RSP3 dCt Ae60sL8

VC4 8.89 8.94
VG5 7.50 7.7
VC6 8.02 7.82
VC1 6.47 7.7
VG2 7.38 8.27
VC3 6.74 7.83
VC7 6.99 7.44
VC9 7.76 7.50
VC10 7.71 7.45
NO1 8.29 9.34
NO2 8.54 9.22
NO3 9.13 9.69

Cuadro 11.34: Promedio de los valores de delta Ct.

Réplica biolégica dCt promedio

VC4 8.92
VC5h 7.64
VC6 7.92
V(1 7.12
V(G2 7.83
VC3 7.28
vC7 7.22
VC9 7.63
VC10 7.58
NO1 8.82
NO2 8.88
NO3 9.41

Cuadro 11.35: Valores de delta delta Ct.

Réplica biologica 2-dCt

VC4 0.002069876
VC5h 0.005016746
VC6 0.004121915
VC1 0.007187911
VC2 0.004397789
VC3 0.006418928
vC7 0.006729764
VC9 0.005045313
VC10 0.005227756
NO1 0.002217226
NO2 0.002120647
NO3 0.001467609
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Cuadro 11.36: Promedio de los valores de delta delta Ct por réplica biolégica.

Réplica biolégica Promedio 2-dCt
VC4
VCh
VC6 0.003736179
VC1
VC2
VC3 0.006001543
VCr7
VC9
VC10 0.005667611
NO1
NO2
NO3 0.001935161

11.11. Rediseno de cebadores para GSTe5 y GSTe7

Todos los cebadores fueros rediseiados por medio de la herramienta Primer-BLAST (National Li-
brary of Medicine, s.f.).

Cuadro 11.37: Secuencia 5‘——3 de los cebadores GSTebF y GSTebR redisenados.

Cebador Secuencia 5—3¢
GSTeb5F GGG AAT CGA ATT GGA ACG CA

GSTebR GGC ATG GCT ATC ACG AAC AA

Cuadro 11.38: Caracteristicas de los cebadores GSTe5F y GSTebR redisenados.

Cebador Longitud (pb) Tm (°C) GC%
GSTebF 20 58.91 50.0

GSTe5R 20 58.62 50.0

Cuadro 11.39: Secuencia 5‘——3 de los cebadores GSTe7F y GSTe7R rediseniados.

Cebador Secuencia 5*—3¢
GSTe7F CAT TTT GGG GCT GGA TCT CG

GSTe7R  ATC CTT GGC GTA CTT GGA CA
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Cuadro 11.40: Caracteristicas de los cebadores GSTe7F y GSTe7R redisenados.

Cebador Longitud (pb) Tm (°C) GC%
GSTeTF 20 58.97 55.0

GSTe7R 20 59.02 50.0
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