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RESUMEN

La forma vectorial es la principal fuente de transmisiéon de la enfermedad de
Chagas, en esta estan involucrados insectos de la subfamilia Triatominae (Hemiptera:
Reduviidae). Diecinueve de las 31 especies que se encuentran en México estdn asociadas
al humano y todas ellas son capaces de transmitir la enfermedad. Los insecticidas
piretroides son recomendados para el control de estos vectores en México. En este trabajo
se determino la susceptibilidad a los insecticidas deltametrina y permetrina en poblaciones
de Triatoma dimidiata (Yucatan), T. pallidipennis (Morelos), T. mazzottii (Guerrero), dos
poblaciones de T. longipennis (Jalisco y Guanajuato) y 7. picturata (Jalisco) de México y
en comparacién con sus respectivas cepas de referencia asi como en dos hibridos
obtenidos en laboratorio.

Para realizar este trabajo fue necesaria la estandarizacion de estas especies bajo
condiciones de laboratorio similares, permitiendo esto evaluar algunos pardmetros
biolégicos. Ademads de realizar la esandarizacion de bioensayos de aplicacion topica, la
cuantificacion de actividad enzimdtica y las bases para el andlisis molecular para la
determinacién de mutacidnes kdr.

Los bioensayos se realizaron en ambas poblaciones —silvestres y de referencia-
para determinar los valores de dosis letal media (DLso). Con base en ellos se obtuvieron
los valores de razén de resistencia (RRso), de acuerdo a estos valores las poblaciones de
T. pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis y T. picturata resultaron resistentes a ambos
insecticidas y solo 7. dimidiata (Yucatan) fue resistente tinicamente a permetrina. Ademas
de confirmar la efectividad de deltametrina sobre permetrina en estas especies y
poblaciones. La correlacion de la actividad enzimatica elevada de a-esterasas y las DLso
de deltametrina nos permite suponer que este mecanismo de desintoxicacion se encuentra
activo en estas poblaciones. La busqueda de mutaciones tipo kdr dio como resultado la
presencia de al menos una mutacién en las poblaciones evaluadas. Las secuencias del
canal de sodio dependiente de voltaje en T. dimidiata, T. pallidipennis y T. picturata
mostro la mutacion L1014, para 7. mazzottii la mutacion A943V y en ambas poblaciones

de T. longipennis la presencia de la mutacion K964R.
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Este es el primer reporte del estado de susceptibilidad en especies de triatominos
vectorees de la enfermedad de Chagas en México, el hallazgo de diversos mecanismos de
resistencia activos como la desintoxicacion por o-esterasas y la presencia de las
mutaciones kdr nos da un posible panorama del estado actual de estos vectores en el pais,
estos resultados nos hacen suponer que es necesario la implementacién de un programa

de monitoreo de la resistencia a insecticidas en estos vectores de la enfermedad de Chagas.
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ABSTRACT

The vector form is the principal source of transmission of Chagas disease, which
involves insects of the subfamily Triatominae (Hemiptera: Reduviidae). Nineteen of the
31 species that occur in Mexico are associated with humans, and all are capable of
transmitting the disease. Pyrethroids are the insecticides recommended for the control of
these vectors in Mexico. We determined the susceptibility to the pyrethroid deltamethrin
of peridomestic populations of Triatoma dimidiata, T. pallidipennis T. mazzottii, T.
longipennis and T. picturata collected from different regions in Mexico in comparison
with a reference strain for each species.

To perform this work, it was necessary to standardize these species under similar
laboratory conditions, allowing this to evaluate some biological parameters. In addition to
performing the standardization of bioassays for topical application, the quantification of
enzymatic activity and the bases for molecular analysis for the determination of kdr
mutations. Bioassays were performed for the determination of the LDso for both field
populations and reference strains. According to the RRso values, all populations
demonstrated altered susceptibility to deltamethrin, with the highest RRso for 7. mazzottii
of 27-fold. There was significantly increased activity of a-esterases in field populations in
comparison with its corresponding reference strain. The results of the search of kdr
mutations related to the resistance to deltamethrin in the evaluated species show the
presence of at least one mutation in the field populations, as is the case with individuals
of T. dimidiata, T. pallidipennis and T. picturata whose sequence shows the mutation
L1014. For T. mazzottii, for which the mutation was found, A943V, and for the two
populations of 7. longipennis included in this study, we report the presence of the kdr
mutation K964R.

Evaluation of the various mechanisms involved in resistance to deltamethrin in
triatomines from Mexico could guide us to the real justification for insecticide resistance
monitoring. We expect that these findings will provide the basis for improvement of
chemical control systems and will lead to the monitoring and management of resistance

in triatomine vectors of Chagas disease in Mexico.
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INTRODUCCION

Los triatominos son transmisores de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana, y entre las principales especies vectoras en México se encuentran Triatoma
dimidiata y Triatoma barberi con marcada actividad intradomiciliaria, y 7. longipennis,
T. mazzoti, T. pallidipennis, T. phyllosomus, T. picturata, T. gerstaeckeri, T. mexicana,
T. rubida, Dipetalogaster mdxima, Panstrongylus rufotuberculatus y Rhodnius prolixus
como especies peridomiciliarias (Salazar-Schettino er al. 2010). La enfermedad de
Chagas es una enfermedad infecciosa parasitica incurable causada por el pardsito
protozoo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. La transmision se lleva a cabo mediante las
heces del vector (Silveira y Dias, 2011). Se estima que entre 7 y 8 millones de personas
se encuentran infectadas en Latino América (OMS 2016). Durante los tultimos afios
(2013-2016) los casos de la enfermedad de Chagas en México se han incrementado,
manteniéndose en su mayoria en los estados de Yucatan, Veracruz, Oaxaca, Chiapas y
Jalisco (SUIVE/DGE, 2013, 2014, 2015, 2016). Para el 2016 en México se reportaron
985 casos de la enfermedad (SUIVE/DGE 2016).

Una amplia gama de métodos de control de vectores se ha probado con el fin de
controlar las infestaciones domésticas de triatominos, incluyendo el control biolégico de
insectos y patdgenos, asi como una serie de métodos fisicos y quimicos (Gorla et al.
2010). El uso de métodos quimicos con la aplicacion de insecticidas no resulté como se
esperaba, debido a dos principales vias de desintoxicacion a los mismos reportadas para
Triatoma infestans; DDT-dehidroclorinasa y DDT-hidroxilasa resultando ser efectivas
en la conversion de DDT a DDE y Kelthane (Zerba 1999).

En Meéxico el control de la enfermedad de Chagas y su transmision vectorial esta
regulado por la NOM-032-SSA2-2014 para la vigilancia epidemioldgica, prevencién y
control de las enfermedades transmitidas por vector, en donde se establecen como
medidas: el ordenamiento del medio y el uso de insecticidas piretroides. Sin embargo, el
control no ha sido efectivo, tal como en otros paises en los que la resistencia a
insecticidas de tipo piretroide se ha registrado en los principales vectores de la

enfermedad en el cono sur, como T. infestans (Gorla et al, 2010; Picollo et al, 2005;

1



Santo-Orihuela et al, 2008; Germano et al, 2012) y R. prolixus (Nelson, 1994; Vassena
et al, 2000). Los mecanismos de resistencia a insecticidas piretroides mads comunes en
vectores de la enfermedad de Chagas son de tipo enzimético (Santo-Orihuela et al, 2008,
Roca et al, 2015, Santo-Orihuela et al, 2013, Santo-Orihuela ef al, 2011). No fue hasta el
afio 2015 cuando se registré por primera vez la presencia de mutaciones tipo kdr y su
participacion en la resistencia a insecticidas piretroides en 7. infestans, mas
especificamente las mutaciones L9251 y L1014F (Capriotii et al, 2014; Fabro et al,
2012). La presencia de otras mutaciones de tipo kdr no es descartada, dado que, existen
mds de 60 mutaciones reportadas en artropodos e insectos de importancia médica y
agricola (Rinkevich et al, 2013, Dong et al, 2014).

En México, no se contaba con registros documentados sobre la resistencia a
insecticidas en triatominos, razén por la cual se planteé determinar la presencia de
resistencia bioquimica y genética a insecticidas piretroides como herramienta

fundamental para el desarrollo de estrategias de control de triatominos en nuestro pais.
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JUSTIFICACION

El uso de insecticidas quimicos, ha constituido la herramienta mas poderosa y de
uso mds extendido para controlar las enfermedades transmitidas por vectores. La
aplicacion sistemdtica e indiscriminada de plaguicidas y el deterioro de los
programas de control se debe en gran parte a la resistencia que los vectores exhiben a
los insecticidas.

La resistencia a insecticidas ha sido objeto de multiples estudios, no solo por ser
ejemplo de adaptabilidad de los insectos, sino porque es el principal motivo que
favorece la transmision de muchas enfermedades.

A la fecha no existe un programa de monitoreo de la resistencia de los
triatominos a los insecticidas usados para el control de vectores en México. Por lo
tanto, el monitoreo de la resistencia a los insecticidas constituye un elemento
esencial para el planteamiento de los programas de manejo integral de las
enfermedades transmitidas por vectores.

La utilidad de los resultados contribuirda a la seleccion adecuada de los
insecticidas como parte de las herramientas para lograr un control efectivo de las

poblaciones de vectores de la enfermedad de Chagas en nuestro pafs.



HIPOTESIS

El uso de insecticidas piretroides para el control de vectores transmisores de
enfermedades en México ha ejercido presion de seleccién/induccion de resistencia a
los mismos en poblaciones de Triatoma pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis, T.

picturata y T. dimidiata a través de mecanismos enzimaticos y moleculares.



OBJETIVOS DEL TRABAJO

Objetivo general

Determinar los mecanismos enzimdticos y moleculares asociados a la resistencia a
piretroides en poblaciones silvestres de Triatoma pallidipennis, T. mazzottii, T.
longipennis, T. picturata y T. dimidiata (Hemiptera: Reduviidae) vectores de la

enfermedad de Chagas en México.

Objetivos particulares

Estandarizar las condiciones de la cria bajo condiciones de laboratorio de las especies de
triatominos vectores de la enfermedad de Chagas incluidas en el trabajo tales como:

Triatoma pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis, T. picturata 'y T. dimidiata.

Estandarizar la técnica de bioensayo para la evaluacién de la susceptibilidad a

insecticidas piretroides para las especies de triatominos incluidas en el estudio.

Identificar el grado de resistencia de poblaciones silvestres de triatominos a los

insecticidas piretroides deltametrina y permetrina.

Caracterizar los mecanismos enziméaticos implicados en la resistencia a los piretroides
deltametrina y permetrina tales como: Oxidasas de Funcién Multiple Psso, Esterasas y

Glutation S-transferasas.

Determinar la presencia de mutaciones de tipo “kdr” en triatominos de diferentes
regiones geogréficas de México.

Analizar susceptibilidad a deltametrina en hibridos generados en laboratorio de las
especies, T. pallidipennis x T. mazzottii y T. pallidipennis x T. picturata..



CAPITULO 1

ASPECTOS DE CRIA DE TRIATOMINOS (HEMIPTERA: REDUVIIDAE) PARA
PRUEBAS DE EFECTIVIDAD BIOLOGICA DE INSECTICIDAS

RESUMEN

El correcto manejo de los triatominos en el laboratorio, principalmente
considerando el aspecto de seguridad, por ser estos los principales vectores de la
enfermedad de Chagas, es clave para el mantenimiento de una cria continuada con fines
de investigacion. Factores como la alimentacién, temperatura, humedad relativa y
fotoperiodo son bdsicos para el adecuado desarrollo de cada una de las especies.

Las condiciones bajo las que se mantuvieron los ejemplares de Triatoma
dimidiata, T. pallidipennis, T. longipennis, T picturata y T. mazzottii permitieron su
adecuado desarrollo y la obtencién del material biol6gico con las condiciones Sptimas
para ser usado en bioensayos de efectividad bioldgica de insecticidas. Se documentaron
ademds algunos pardmetros biologicos tales como: fecundidad media diaria y
fecundidad total, tiempo promedio de pre-ovoposicion, tiempo promedio de intervalo de
ovoposicion, el tiempo promedio de desarrollo embrionario y porcentaje de eclosion
(fertilidad). Los pardmetros solo se midieron durante 35 dias para todas las especies.

La especie con mayor fecundidad promedio diaria fue 7. dimidiata con 6 huevos
+ 2.55; sin embargo, para esta especie se obtuvo el tiempo medio de pre-ovoposicion
mas largo, de 12.0 dias + 8.66. Las hembras de T. pallidipennis fueron las que mayor
cantidad de huevos depositaron siendo un total de 779. En el caso de T. longipennis se
registré el mayor porcentaje de eclosion siendo de 94% y el tiempo promedio de
eclosion més corto de 20.3 dias * 2.31. El menor tiempo promedio de ovoposicidn se
obtuvo para T. picturata siendo de 1.94 dias * 0.84. Aun asi, 7. longipennis destaca de
las demds especies por mostrar una mejor adaptacion bajo las condiciones de
temperatura (26.94 + 1.39°C), humedad (66.3% % 12.07) y fotoperiodo (12:12, L: O)

aqui ensayadas.



1.1. INTRODUCCION

1.1.1. La enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas es considerada dentro de las enfermedades olvidadas,
siendo endémica de América, extendiéndose desde el cono sur hasta el norte de México
(Cruz-Reyes y Pickering-Lopez. 2005). Se estima que entre 7 y 8 millones de personas
se encuentran infectadas, principalmente en Latino América (OMS 2016), donde
aproximadamente de 75-90 millones de personas estin expuestas a la infeccion; se
calcula que entre el 20 y el 30% de los humanos infectados con Trypanosoma cruzi
desarrollan un estado crénico (Rodrigues et al. 2009, CDC 2016). En México se han
reportado 32 vectores de T. cruzi, los géneros Dipetalogaster y Meccus y otras ocho
especies del genero Triatoma son exclusivos del pais. Trece de estos vectores se
encontraron asociados a viviendas humanas de las cuales dos tienen hébitos
intradomiciliarios Triatoma dimidiata y Triatoma barberi por su actividad. En cuanto a
las especies peridomiciliarias se tienen registro de 7. longipennis, T. mazzottii, T.
pallidipennis, T. phyllosomus, T. picturata, T. gerstaeckeri, T. mexicana, T. rubida,
Dipetalogaster mdxima, Panstrongylus rufotuberculatus y Rhodnius prolixus (Salazar-

Schettino et al. 2010).

1.1.2. Triatominos en el laboratorio

A pesar de que la biologia de las especies de vectores mas importantes de la enfermedad
de Chagas ha sido estudiada con anterioridad, Zavala et al. (2008) registran la biologia
de T. pallidipennis en condiciones de laboratorio; Reyes y Angulo (2008) estudian el
ciclo de vida y las condiciones del desarrollo de 7. dimidiata; pocos trabajos han
establecido la cria simultanea de varias especies de Triatominos como Martinez-Ibarra et
al. (2012) con la cria de T. protracta, T. recurva y T. rubida. La biologia y ciclos de vida

se han evaluado en otras especies de triatominos vectores de la enfermedad de Chagas
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como son 7. dimidiata por Reyes y Angulo (2008), T. longipennis (Martinez-Ibarra et al.
2003) y T. mazzottii (Martinez-Ibarra et al. 2005).

La biologia de los triatominos y su cria en laboratorio pueden variar
significativamente incluso en poblaciones de la misma especie (Espinoza et al., 2011),
en aspectos como el tiempo de defecacion, el niimero de ingestas entre mudas y su
tiempo de alimentacidn; sin embargo, pardmetros como el tiempo de eclosion, la
fecundidad y el % de fertilidad pasan a ser de mayor importancia para la obtencion del
material bioldgico necesario para los protocolos estandarizados de pruebas de

efectividad de insecticidas.
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1.2. METODOS

Las recolectas del material bioldgico se realizaron en diversos estados de la republica,
principalmente en el centro y sur del pais, de diciembre del 2013 a agosto del 2014 y

durante enero del 2015 (Figura 1.1).

1.2.1. Sitios de colecta y cria de Triatominos

Poblaciones silvestres de 7. dimidiata fueron recolectadas un drea endémica del
municipio de Baca (21°08’ N, 89°25° O) en la region Noroeste del estado de Yucatan al
sur de México. El control de vectores en esta zona se basa principalmente en el uso de
piretroides y a pesar de esto, los triatominos se encontraron dentro de las casas. Este es
un municipio pequefio con ~5,357 habitantes; se encuentra ubicado a 28 km de la ciudad
de Mérida, Yucatdn. El porcentaje de casas infestadas durante la recolecta fue del
71.42%.

La poblacion de T. pallidipennis fue recolectada en la localidad de Panchimalco
municipio de Jojutla de Judrez, en el estado de Morelos al centro de México (18°36” N,
99°10° O), con asentamiento peridomiciliar. En esta localidad, el control de vectores se
basa principalmente en el uso de insecticidas piretroides. Se tiene registro de que, en la
capital del estado los indices de colonizacion llegan hasta un 50% (Ramsey et al. 2005).
El municipio cuenta con ~35,000 habitantes. Se encuentra a 55.9 km de la ciudad de
Cuernavaca, Morelos.

Las especies de T. longipennis y T. picturata fueron recolectadas en dos diferentes
puntos situados en el municipio de San Martin Hidalgo, estado de Jalisco, Ipazoltic y
Los Guerrero, respectivamente, en la costa Oeste de México (20°°26° N, 103° 55° O). La
localidad de Ipazoltic cuenta con ~510 habitantes mientras que los Guerrero con ~674
habitantes. Los registros en este municipio muestran una infestacion de 42.3% (la
proporcion de casas con ninfas o huevos de triatominos) y un 73.7% de colonizacion
doméstica (la proporcién de casas con ninfas o huevos de triatominos) (Lozano-Kasten

et al., 2008).
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Otra de las poblaciones de 7. longipennis fue recolectada en el municipio de Manuel
Doblado, en el estado de Guanajuato, en la region central de México (20°43° N, 101°56°
0O), este municipio cuenta con el registro de mas de 26 localidades infestadas por
especies de triatominos (Lopez-Cardenas, et al. 2005).

T. mazzottii fue recolectada en Santa Catarina, situado en el municipio de Chilapa de
Alvarez, Guerrero, costa oeste de México (10° 32° N, 17° 32’ O). Cuenta con ~1750
habitantes y se encuentra a 54.5 km de la ciudad de Chilpancingo, Guerrero. Los
indicadores para esta especie muestran una dispersion de 33.3%, colonizacioén de 69.2%
e infeccion natural de 49.6%, asi como un 78.2% de habitat silvestre, 15.8%
peridomicilio y 21.5% interdomicilio (Rodriguez-Bataz et al. 2011).

La recoleccion de triatominos silvestres fue realizada mediante la bisqueda activa en
el drea peridomiciliar y domiciliar de las localidades antes mencionadas. Los insectos
capturados y su descendencia fueron criados bajo condiciones controladas de
laboratorio.

Las ninfas se mantuvieron hasta llegar a adultos, con los cuales se formaron parejas
para su reproduccion bajo condiciones de temperatura (26.94 + 1.39°C), humedad (66.3
+ 12.075%), fotoperiodo (12:12). La primera alimentacion de los individuos silvestres
consistié en sangre de conejo, las alimentaciones posteriores se realizaron con sangre de
conejo, con una frecuencia de 7 a 15 dias. Los individuos adultos, tanto hembras como
machos, tuvieron al menos una alimentacién con sangre de gallina (Gallus gallus)

durante su vida en este estadio.
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Figura 1.1. Sitios de colecta de las especies de triatominos, 7. dimidiata (Baca, Yucatan); T. pallidipennis (Jojutla de Judrez, Morelos); T. longipennis (San Martin
de Hidalgo y Manual Doblado), T. mazzottii (Chilapa de Alvarez) y T. picturata (San Martin de Hidalgo), México. El mapa fue generado usando el programa
ArcGIS 10.4, ESRI (Redlands CA, USA) http://arcg.is/0G5Sarr
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1.2.2. Pardmetros biolégicos

Se evaluaron algunos pardmetros bioldgicos como resultado de las observaciones
durante el establecimiento de colonias en el laboratorio; la fecundidad media diaria,
fecundidad total, fertilidad o tasa de eclosion, tiempo medio de pre-ovoposicidn, tiempo
promedio de intervalo de ovoposicion y tiempo de desarrollo embrionario. Estos
pardmetros se registraron durante un periodo de 5 semanas continuas (35 dias).

La fecundidad se expresa como el promedio de huevos por hembra por dia
(huevos/hembra/dia) y fecundidad total durante el periodo de observacion. La fertilidad
o tasa de eclosidon de huevos como el porcentaje de huevos eclosionados. El tiempo de
pre-ovoposicion como el tiempo promedio en el que la hembra llega a etapa adulta e
inicia el proceso de ovoposicion. El tiempo promedio de intervalo de ovoposicién como
el tiempo entre 2 ovoposiciones subsecuentes. El tiempo promedio de desarrollo
embrionario como el tiempo desde la ovipostura hasta la eclosion.

Como referencia, en la figura 1.2 se muestra el ciclo biolégico de T.
pallidipennis, al centro el huevo y en orden secuencial cinco estadios ninfales y el

adulto.
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Figura 1.2. Ciclo bioldgico de Triatoma pallidipennis, de ninfa de primer estadio (NI) al adulto.
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1.3.1.

1.3. RESULTADOS

Caracteristicas de las dreas de obtencion de material biolégico.

Triatoma dimidiata. Se recolectaron ejemplares silvestres en casas de un drea
endémica del municipio de Baca en la region Noroeste del estado de Yucatan al sur de
Meéxico. La recoleccion dio como resultado la obtencidn de 3 ninfas de primer estadio, 3
mds de tercer estadio y dos mds de cuarto estadio, asi como 8 ejemplares adultos, 6
hembras y 2 machos. Todos los ejemplares fueron recolectados en el drea peridomiciliar,
en sitios como una madriguera de zarigiieya, en un corral abandonado, cercano a sitio de
mascotas, pila de lefios y en dreas donde se almacenan artefactos domésticos y juguetes.

El porcentaje de peridomicilios infestados durante la colecta fue de un 71.42%.

Triatoma pallidipennis. El resultado de esta colecta fue de 12 hembras y 18
machos, al igual que 46 ninfas de entre segundo y quinto estadio y 37 mas de primero.
Todos los ejemplares se encontraron en albarrada, considerando estas también como
area peridomiciliar. El porcentaje de peridomicilios infestados durante la colecta fue del

100 %.

Triatoma longipennis. La recoleccion de T. longipennis en Jalisco, dio como
resultado unicamente la obtencidn de cinco ninfas, éstas entre los estadios dos y cuarto.
Los ejemplares recolectados se localizaron fuera del drea peridomiciliar pero muy
proximos a ésta. Mientras que, la recoleccion realizada en Guanajuato consté de 10

adultos, 6 hembras y 4 machos con habitos silvestres, alejados de peridomicilio.
Triatoma mazzottii. Para esta especie se obtuvieron 29 ninfas de segundo a cuarto

estadio y una pareja de adultos, se encontraron en lugares mas alejados de las viviendas,

pero aun cercanos al peridomicilio.
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Triatoma picturata. Un total de 3 adultos, todas ellas hembras y 10 ninfas cuatro
de tercer estadio y seis mds de cuarto estadio, fueron recolectadas en hébitats silvestres

en Jalisco.

1.3.2. Pardmetros biolégicos

Los resultados de los pardmetros biolégicos se concentran en la tabla 1.1. La
figura 1.3 muestra las ninfas de primer estadio de las especies de triatominos. En la

figura 1.4 se muestra los adultos de las especies estudiadas.

T. dimidiata. La fecundidad media diaria se expres6 como el promedio de huevos
por hembra por dia, la cual fue de 6 + 2.55, el valor de tiempo medio de preovoposicion
fue de 12.0 + 8.66 dias y el intervalo de ovoposicion fue de 2.38 = 0.65 dias. La
fecundidad total fue de 151 huevos durante los 35 dias y el tiempo promedio de
desarrollo embrionario fue de 21.0 + 0.01 dias, mientras que, la fertilidad o tasa de

eclosion dada por el porcentaje de huevos eclosionados fue del 29.1% + 1.4 (Figura 1.5).

T. pallidipennis. Para esta especie la fecundidad media diaria fue de 1.48 + 0.94,
el tiempo de preovoposicion fue de 2.53 + 2.14 dias y el intervalo de ovoposicion fue de
2.24 £+ 0.93 dias. La fecundidad total fue de 779 huevos durante los 35 dias y tiempo
promedio de desarrollo embrionario fue de 21.54 + 0.31 dias, la fertilidad o tasa de

eclosion dada por el porcentaje de huevos eclosionados fue del 84.4% + 0.45 (Figura

1.6).

T. longipennis. En T. longipennis se registré una fecundidad media diaria de 3.12
+ 2.86, el tiempo medio de pre-ovoposicion fue de 7.0 + 0.1 dias siendo el mismo valor
para el intervalo entre ovoposicion. La fecundidad total fue de 228 huevos durante los 35
dias y el tiempo promedio del desarrollo embrionario fue de 20.3 + 2.31 dias, la

fertilidad o tasa de eclosion fue de 94% =+ 0.7 (Figura 1.7).
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T. mazzottii. La fecundidad media diaria para la especie fue de 5.25 + 4.6, el
tiempo promedio de pre-ovoposicion fue de 11.5 + 6 dias y el intervalo de ovoposicion
de 2.86 = 1.7 dias. Con una fecundidad total de 246 durante los 35 dias y con un tiempo
de desarrollo embrionario promedio de 23.9 + 1.63, mientras que, el porcentaje de

huevos eclosionados fue de un 28% =+ 1.98 (Figura 1.8).

T. picturata. La fecundidad media diaria fue de 4.1 £ 2.59, el valor de tiempo
promedio de pre-ovoposicion fue de 7.5 £ 0.71 dias y el intervalo de ovoposicion de
1.94 + 0.84 dias. La fecundidad total durante 35 dias fue de 253 y el tiempo promedio de
desarrollo embrionario fue de 21.56 + 1.58 dias, el porcentaje de huevos eclosionados

fue del 41.5% + 6.3 (Figura 1.9).

.
.

d).

Figura 1.3. Ninfas recién emergidas de a) Triatoma dimidiata, b) T. pallidipennis, c) T. longipennis, d)

T.picturata y e) T. mazzottii.
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Figura 1.4.- Adultos, hembras y machos de a) Triatoma dimidiata, b) T. pallidipennis, c)

T. longipennis, d) T. mazzottii y e) T. picturata.
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Tabla 1.1.- Pardmetros biolégicos de T. dimidiata, T. pallidipennis T. longipennis, T. mazzottii y T. picturata, bajo condiciones

de laboratorio.

Parimetr T. dimidiata T. pallidipennis T. lonngipennis T. mazzottii T. picturata
arametro X + DE X + DE X + DE X + DE X = DE

Fecundidad media diaria 6 +2.55 4+£29 3.12£2.86 525+4.6 4.1 £2.59
Tiempo de preovoposicion (dias) 12 £ 8.66 9.38 £1.93 7+0.1 11.5+6 7.5+£0.71
Intervalo de ovoposicion (dias) 2.38 £0.65 2.24 +0.93 7+0.1 2.86+1.7 1.94 +0.84
Fecundidad total 151 779 228 246 253
Tiempo de desarrollo embrionario (dias) 21.0 £0.01 21.54 +£0.31 20.3 £2.31 23.9+1.63 21.56+1.58
Porcentaje de eclosion 29.1 84 94 28 41.5
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Figura 1.5. - Relacién entre la ovoposicion diaria y la ovoposicion acumulada de

Triatoma dimidiata.
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Figura 1.6. - Relacién entre la ovoposicion diaria y la ovoposicion acumulada de

Triatoma pallidipennis.
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Figura 1.8. - Relacién entre la ovoposicion diaria y la ovoposicion acumulada de

Triatoma mazzottii.
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1.4. DISCUSION

El proceso de cria de cinco especies de triatominos recolectadas de diferentes
regiones de México, cuatro de ellas pertenecientes al complejo Phyllosoma (Bargues et
al., 2008) se llevo a cabo en las siguientes condiciones de laboratorio: temperatura
(26.94 £+ 1.39°C), humedad (66.3% =+ 12.07) y fotoperiodo (12:12, L:0). Esta
consideracion es esencial ya que los bioensayos deberdn realizarse en poblaciones
directas de campo o maximo en individuos de la generacion F; (Espinoza et al., 2011).

T. dimidiata fue la especie que presentd una fecundidad media diaria mayor (6.0 +
2.55 H/d/}) pero una menor fecundidad total (151 huevos). La que registré un menor
tiempo medio de preovoposicion fue T. longipennis (7.0 £ 0.1 dias), T. picturata mostro
un intervalo de ovoposicién menor al resto de las especies, de 1.94 + 0-84 dias. El menor
tiempo de desarrollo embrionario fue de 20.3 £2.31 dias para 7. longipennis.

Otros ensayos como los realizados por Reyes y Angulo (2009) en T. dimidiata
quienes mantienen condiciones de 25 °C 2 y una HR de 70 — 80% obtienen tiempos de
desarrollo embrionario mds largos (28 dias +2) que los registrados en este trabajo, de 21
dias +0.01, sin embargo, registran un 0% de mortalidad en huevos. Nuestro parametro de
temperatura controlada fue similar a la evaluada por Tay et al. (2008) de 25 a 28°C para
el mantenimiento de 7. pallidipennis, pero con diferencia en el pardmetro de humedad
relativa, bajo estas condiciones registraron un tiempo de eclosién mucho mayor (35 dias)
que el nuestro (21.52 dias), asi como, el tiempo de preovoposicion que reportan de 50 a
60 dias en contraste al obtenido en nuestros resultados de 9.38 dias, demostrando que
nuestras condiciones de temperatura y HR son mejores para esta especie. Ejemplares de
T. longipennis mantenidos en condiciones de 27 °C =1 y HR de 80% *5 mostraron un
porcentaje de eclosion del 76.7% y un tiempo promedio de eclosion de 19.8 dias
(Martinez-Ibarra et al. 2003), este tltimo parametro similar al nuestro de 20.3 dias, pero
nuestro porcentaje de eclosion fue mucho mayor, 94%. Para T. mazzottii Martinez-Ibarra
et al. (2005) registran una fecundidad media de 2.9 H/9/d/ y un porcentaje de eclosién
del 76.9% en condiciones de 27 °C +2 y una HR de 70% +10 muy similares a las

nuestras, sin embargo, obtuvimos un porcentaje de eclosion de 28% pero una mayor
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fecundidad media diaria de 5.25 H /9/d. Las condiciones de fotoperiodo (12:12 L: O)
fueron idénticas en todos los estudios mencionados.

Los patrones de fecundidad y fertilidad resultaron 6ptimos para la obtencion del
material bioldgico para llevar a cabo los bioensayos de susceptibilidad a insecticidas
bajo condiciones de temperatura (26.94 + 1.39°C), humedad (66.3% + 12.07) y
fotoperiodo (12:12, L: O). Aun asi, T. longipennis destaca de las demds especies por

mostrar una mejor adaptacion bajo estas condiciones.
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CAPITULO 2

ESTANDARIZACION DE TECNICAS PARA PRUEBAS DE EFECTIVIDAD
BIOLOGICA DE INSECTICIDAS EN TRIATOMINOS.

RESUMEN

En la dltima década y media, los reportes de la resistencia a insecticidas se han
incrementado. El estudio de la susceptibilidad mediante bioensayos toxicolégicos y la
bisqueda de los mecanismos involucrados en la resistencia a insecticidas tales como
enzimaticos y moleculares, son de gran importancia para su adecuado manejo. Sin
embargo, la falta de una metodologia adecuada para la determinaciéon de la
susceptibilidad y los mecanismos involucrados hace de gran dificultad su monitoreo y
manejo adecuado. Diversas técnicas se han implementado, sin embargo, no se cuenta
con un estandar general que pueda aplicarse para todas las especies de triatominos. Se
logré la estandarizacion del bioensayo por aplicacion topica para la evaluacion de la
susceptibilidad en cinco especies de triatominos de México. Ninfas de primer estadio de
7 dias de edad y en estado de inanicién fueron Optimas para las especies de Triatoma
dimidiata, T. pallidipennis, T. longipennis, T. mazzottii y T. picturata en los bioensayos
con los insecticidas piretroides permetrina y deltametrina. El registro de mortalidad se
realiz6 a las 24 horas post-exposicion, que resulto el tiempo adecuado. Las condiciones
para realizar los bioensayos por aplicacion tépica de los insecticidas evaluados en este
trabajo son reproducibles y Optimos para otras especies de triatominos, tomando en
cuenta la aplicacion en la parte ventral de las ninfas I, llevar a cabo los bioensayos en la
primera generacion filial (Fi) proveniente de los parentales recolectados en campo. El
usar ninfas de primer estadio proporciona ventaja con respecto a reunir la cantidad de
material biologico requerido para establecer susceptibilidad ademds de que se acortan

los intervalos para llevar a cabo los bioensayos.
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2.1. INTRODUCCION

El bioensayo por aplicacion tépica es un método ampliamente aceptado,
principalmente en insectos cuyo tamafio es adecuado para la aplicacién de una gota del
insecticida. Las ventajas de este método incluyen bajo costo inicial, cantidades muy
pequeiias de toxico necesario, rapidez de tratamiento y resultados consistentes y
reproducibles inter-laboratorios.

El lugar de aplicacidon sobre el cuerpo es importante, y el drea elegida puede
variar con cada especie. Muchas aplicaciones tdpicas se hacen en el dorso del protérax,
como por ejemplo en Musca domestica mientras que en otras especies se hace sobre el
esternon, entre las patas. Los insectos con cuticula dura y cerosa que son dificiles de
humedecer, por ejemplo, en cucarachas pueden tratarse sobre una membrana o bajo las
alas. Por ejemplo, para el picudo del algodonero (Anthonomus grandis) se tratan en la
superficie dorsal cerca de la sutura entre el abdomen y el térax, una regla general es
elegir un sitio cerca de la cabeza. Dado que las variaciones del lugar de aplicacion
pueden dar lugar a un cambio de eficacia, éste debe normalizarse con cada especie de la
manera mds precisa posible (Reynolds, 1962; Immaraju et al., 1990). La dosis colocada
en cualquier parte de un insecto debe adherirse adecuadamente para prevenir su
remociéon por limpieza u otros movimientos del insecto. Por lo tanto, los liquidos
aplicados no deben ser excesivos (Busvine, 1957).

Otros factores clave para la evaluacion de susceptibilidad por aplicacién tépica
son: el estadio del insecto, su peso, su estado de inaniciéon y edad. Siguiendo las
indicaciones de la OMS (2005) los criterios para la evaluaciéon de la susceptibilidad en
triatominos por aplicacion tépica serdn independientes para cada especie; sin embargo,
teniendo en cuenta la importancia de esta enfermedad en México y la gran diversidad de
vectores presentes en el pais (Salazar-Schettino et al., 2010) una técnica estandarizada
para varias especies es clave para su correcto monitoreo.

El objetivo de esta estandarizacion fue determinar las condiciones Optimas para
realizar los bioensayos con la técnica de aplicacion tépica en cinco especies de Triatoma
dimidiata, T. pallidipennis, T. longipennis, T. mazzottii, T. picturata bajo las mismas

condiciones de alimentacion, estadio, edad y peso.
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2.2. METODOS

2.2.1. Insecticidas.

La evaluacién se realizo utilizando los insecticidas deltametrina (99.5% pureza)
(ChemService, West Chester, PA. 250 mg) y permetrina (99.5% pureza; mezcla de
isémeros) (ChemService, West Chester, PA. 250 mg).

2.2.2. Bioensayos.

Siguiendo el protocolo de la OMS (2005), ninfas de primer estadio de T.
pallidipennis sin alimentar de 3 a 7 dias de edad, con un peso promedio de 1.76 + 0.56
mg fueron utilizadas para los bioensayos por aplicacion tépica con un volumen de 0.2 pl
de solucién acetdnica del principio activo insecticida, en la parte dorsal del abdomen de
cada insecto, con un microaplicador (Microliter Syringe Hamilton 0.5 pl con Repeating
Dispenser, Hamilton Co®). Se utilizaron 10 ninfas por dosis con un minimo de dos
repeticiones. Los insectos se colocaron en recipientes de boca ancha con papel plegado
en su interior y cubierto con tela de gasa (OMS, 2005). Las condiciones ambientales

post-tratamiento fueron: 25-30°C y 50-70% HR.

2.2.3. Criterio de mortalidad.

La evaluacién de la mortalidad se realizé a las 24, 36, 72 y 96 h posteriores a la
exposicion a los insecticidas piretroidesSe consideraron muertas aquellas ninfas con la
inhabilidad de caminar del centro de una caja petri (100x15mm) con un papel filtro en el
interior (157 mm didmetro) hacia su borde. Solo aquellas ninfas que fueron capaces de
caminar hasta el borde con o sin estimulacion mecanica fueron consideradas como vivas.
Los grupos control consistieron en 10 insectos con el mismo volumen de acetona

utilizado en los tratamientos.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Estandarizacidén de bioensayos.

Para evaluar el pardmetro de edad de ninfa 1 y establecer el tiempo 6ptimo de
edad de la ninfa para la evaluacion de la susceptibilidad se usé como estéandar los valores
de DLso (107.92 ng/insecto para deltametrina y 1573.38 ng/i para permetrina) en la cepa
susceptible de T. pallidipennis. Los resultados de los bioensayos por aplicacién topica
mostraron diferencia significativa (p<0.05) entre las edades a las que fueron evaluadas
las ninfas (3, 5, 7 y 9 dias), ninfas de 3 dias de edad mostraron una mayor recuperacion
(hasta el 100% de los individuos recuperaron su actividad motriz), en aquellas con 5 dias
de edad el 50% de las ninfas se recuperaron, tnicamente las ninfas de 7 dias de edad no
tuvieron recuperacion (Figura 2.1 y 2.3). Respecto al tiempo de registro de la mortalidad
se realiz6 a las 24, 48, 72 y 96 horas después de la aplicacion tdpica, tinicamente la

lectura a las 24 horas no registré recuperacion (Figura 2.2 y 2.4).
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Figura 2.1. Mortalidad y recuperacion de ninfas de primer estadio de 3, 5 y 7 dias de

edad, en respuesta a la DLso de deltametrina en la cepa susceptible de T. pallidipennis.
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Figura 2.2. Registro de mortalidad y recuperacion a las 24, 48, 72 y 96 horas en ninfas
de primer estadio de 7. pallidipennis sometidas a la DLso de deltametrina de su cepa

susceptible.
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Figura 2.3. Mortalidad y recuperacion de ninfas de primer estadio de 3, 5y 7 dias de

edad, en respuesta a la DLso de permetrina en la cepa susceptible de 7. pallidipennis.
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Figura 2.4. Registro de mortalidad y recuperacion a las 24, 48, 72 y 96 horas en ninfas
de primer estadio de T. pallidipennis sometidas a la DLso de permetrina de su cepa

susceptible.

35



2.4. DISCUSION

Se evaluaron las condiciones de bioensayo para 7. pallidipennis, como un
estdndar para establecer las condiciones de bioensayo en laboratorio para triatominos.
Los resultados mostraron que las condiciones 6ptimas son, realizar bioensayos en ninfas
de primer estadio y de 5 a 7 dias de edad, contrario a lo reportado por D’Avila-Pessoa et
al, (2015) quién establece que los bioensayos deben realizarse en ninfas 1 de 3 dias de
edad para T. sordida. Sin embargo, si hay concordancia con respecto a la privaciéon de
alimento y la homogeneidad en el peso, dependiendo de la especie. Con respecto a la
aplicacion de la gota de insecticida en la parte ventral del abdomen, no existe algiin
reporte sobre la importancia de aplicar la gota sobre el abdomen o sobre el dorso, esto
también sefialado por Fontan y Zerba (1987). Por otra parte, el tiempo de registro de la
mortalidad es otro punto controversial, aun y cuando se han realizado trabajos en
especies como 7. infestans (Santo-Orihuela et al. 2011; Roca-Acevedo et al. 2015);
difiriendo entre ellos este pardmetro. Incluso en esos mismos reportes existe variacion en
la edad de las ninfas.

Vassena et al. (2000) y Reyes et al. (2007) evaldan la mortalidad a las 72 hrs
post-exposicion en T. infestans, Rhodnius prolixus. T. dimidiata 'y T. maculata de primer
estadio, basados en el protocolo de la OMS (2005), el cual sugiere realizar el registro de
mortalidad a las 72 horas en ninfas de V estadio y adultos. Otros autores como
Gonzalez-Audino et al. (2004), Picollo et al. (2005) y Santo-Orihuela et al. (2008) en
ensayos con aplicacidn tépica en T. infestans, evalian la mortalidad a las 24 horas en
ninfas de 3 dias de edad. D’Avila-Pressoa et al. (2015) realizan un trabajo similar al
presente, en el que sugiere la evaluacion de la susceptibilidad en ninfas de primer estadio
de 3 dias de edad, pero analizan la influencia de diversos factores como son, la
diferencia entre las generaciones F; y F», la aplicacion en la parte ventral o dorsal del
abdomen de las ninfas, la determinacién de dosis diagndstico y la evaluacion de la
mortalidad a las 24 y 72 horas en ninfas de 5 dias de edad. Teniendo en cuenta lo

reportado por Fontan y Zerba (1987) quienes determinaron que en insectos mds jovenes
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la penetracion del insecticida por aplicacion tdpica es mds rdpida optamos por realizar
los registros de mortalidad en ninfas 1 de 5 a 7 dias de edad y el registro de la mortalidad
a las 24 post-exposicion, coincidiendo a la vez con estudios recientes como los de
Germano et al. (2012) y Santo-Orihuela et al. (2017) quienes realizan bioensayos por
aplicacion tépica en ninfas de 5 a 7 dias con registro de mortalidad a las 24 horas.
Considerando lo anterior la estandarizacion de los bioensayos en el presente
estudio se resumen de la siguiente manera: ninfas 1, de 5 a 7 dias de edad sin
alimentacion posterior a su eclosion. La aplicacidon de la gota de insecticida en la parte
ventral del insecto y el registro de la mortalidad a las 24 horas post-exposicion; no

obstante, se recomienda la estandarizacion previa a la evaluacion para otras especies.
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CAPITULO 3

RESISTENCIA A DELTAMETRINA Y PERMETRINA EN CINCO ESPECIES DE
TRIATOMINOS VECTORES DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS DE MEXICO.

RESUMEN

La forma vectorial es la principal fuente de transmisién de la enfermedad de
Chagas, en esta estdn involucrados insectos de la subfamilia Triatominae (Hemiptera:
Reduviidae). Diecinueve de las 31 especies que se encuentran en México estan asociadas
al humano y todas ellas son capaces de transmitir la enfermedad. Los insecticidas
piretroides son recomendados para el control de estos vectores en México. En este
trabajo determinamos la susceptibilidad a los insecticidas deltametrina y permetrina en
poblaciones de Triatoma dimidiata, T. pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis y T.
picturata.

Los bioensayos se realizaron en ambas poblaciones —silvestres y de referencia-
para determinar los valores de dosis letal media (DLso). Con base en ellos se obtuvieron
los valores de razon de resistencia (RRsgp), de acuerdo a estos valores todas las
poblaciones resultaron resistentes a ambos insecticidas.

El menor valor de DLso se presentd en la poblacion de Triatoma dimidiata, esta
poblacién mostro un valor de DLsp (0.044 ng/i) mucho menor a la cepa de referencia
para deltametrina. La poblacion de T. pallidipennis tuvo la mayor DLso con 295.77 ng/i
para deltametrina, y una DLoo de 563.29 ng/i, ambas significativamente mayores
(p<0.05) que la cepa susceptible, oteniendo un valor de RRprso de 1.17X. Seguidos por
T. longipennis de Guanajuato 1.47X y Jalisco con 1.61X. Por otra parte, los valores de
DLso para permetrina fueron significativamente diferentes entre las dos poblaciones de
campo y su correspondiente cepa susceptible (p<0.05) con RRprso de 3.19X para T.
longipennis de Jalisco y de 2.97X para T. longipennis de Guanajuato. La poblacion de

campo de Triatoma mazzottii mostré para deltametrina una DLso de 95.95 ng/i, y una
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DLoo de 126.37, con un valor mayor de RRso de26.91X. Los resultados para el ensayo
con permetrina muestran un valor de RRso de 1.17X. Triatoma picturata con el valor de
RRprso de 1.88X, mostrando para permetrina una RRso de 2.84X. La evaluaciéon del
potencial insecticida mostro que la deltametrina posee un mayor Pi que la deltametrina.
Este es el primer reporte del estado de susceptibilidad en especies de triatominos
vectores de la enfermedad de Chagas en México. La presencia de la resistencia nos da
un posible panorama del estado actual de estos vectores en el pais, estos resultados nos
hacen suponer que es necesario la implementacién de un programa de monitoreo de la

resistencia a insecticidas en estos vectores de la enfermedad de Chagas en México.
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3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Control de vectores

Al no existir vacuna o medicamento para prevenir la transmisiéon de 7. cruzi, por
lo tanto, el reducir los nuevos casos en areas endémicas consiste en evitar el contacto
con los insectos vectores y en la identificacion seroldgica de donadores de sangre
infectados (Gillespie y Pearson 2001).

Una amplia gama de métodos de control de vectores se ha probado con el fin de
eliminar las infestaciones domésticas de triatominos, incluyendo el control biolégico de
insectos, asi como una serie de métodos fisicos y quimicos (Gorla et al. 2010). Como
estrategias la reduccidn del riesgo de infestacion (control preventivo) y el control de la
infestacion doméstica por triatominos vectores de Trypanosoma cruzi (control por
intervencion) se lleva a cabo mediante el ordenamiento de la vivienda (control fisico) y
el uso de insecticidas de accion residual (control quimico). En México este proceso se
hace bajo la NOM-032-SSA2-2014 (DOF, 2015).

La mejor forma para eliminar a los vectores domiciliarios es el mejoramiento de las
condiciones del hogar, la aplicacion de insecticidas residuales y la educaciéon de la
poblacion sobre el riesgo de la enfermedad de manera integrada (Schofield y Dias 1999).

El mejoramiento de vivienda no sélo beneficia a la salud de las personas y su calidad
de vida, sino que también protege contra la enfermedad de Chagas. Las mejoras tales
como la sustitucidon de los suelos o techos y enlucido de las paredes, son eficaces en el
control de especies de vectores tales como 7. dimidiata y R. prolixus (OMS 2002).

Una de las complicaciones para llevar a cabo el control fisico, es que, no solo se
debe eliminar todos los objetos que puedan brindar resguardo a los insectos, sino
también destruir nidos de animales sinantropicos para hacer mas dificil la vida de los
insectos en ellos, y asi evitar que incluso pequenas ninfas, de segundo o tercer estadio, o
recién emergidas, sean bien detectadas por sus enemigos naturales en las arreas
despejadas y los adultos que puedan arribar sean encontrados por depredadores y no

encuentren facilmente fuentes de sangre. La aplicaciéon de los métodos de control fisico
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ha tenido un resultado favorable en algunos casos con la desventaja de su periodo de
accion puesto a que muestran ser relevantes y sustentables después de un periodo de 4 a
5 afios de operacion (Zeledon et al. 2008).

Al llevar a cabo la comparacion del control fisico con el quimico se ha mostrado una
gran desventaja en los resultados tanto a corto plazo como en su efectividad; al efectuar
una evaluacién entre el mejoramiento de vivienda se demostré que los indices de
infestacién, colonizacion e infeccion natural no fueron reducidos efectivamente,
mientras que con la aplicacién de insecticida ciflutrina en los hogares se redujeron los

indices en un 100% (Rojas et al. 2004).

3.1.2. Control quimico

El control de vectores por medio de insecticidas es efectivo y se ha demostrado
que favorece la interrupcion de la transmision debido a que las especies mads
antropofilicas y las que se adaptan mejor a las viviendas humanas o
epidemiol6gicamente importantes, se presentan con frecuencia a través del transporte
pasivo por los seres humanos y no estan presentes fuera de las casas (Rojas et al. 2004).
Especies de bajo potencial vectorial y mal adaptadas a las viviendas es poco probable
que se introduzcan en zonas donde no son nativas (OMS 2002).

En el pasado hubo cierta objecién a la utilizacién a gran escala de las medidas de
control quimico, debido al riesgo de contaminacién del ambiente. Ademds, se cree que
el uso de productos quimicos solo proporciona un control temporal, en lugar de medidas
de control fisico, tales como la mejora de la vivienda. Los insecticidas utilizados
actualmente (piretroides sintéticos) tienen baja toxicidad al humano y animales, ya que
el insecticida se aplica a las superficies con las que el contacto humano es minimo.

Se ha demostrado que es posible eliminar los principales vectores triatominos. El uso
de insecticidas residuales ya no se pone en duda cuando el vector domiciliario se sabe
que esta presente y la transmision ocurre y debe ser controlado rdpidamente. El control
quimico del vector es entonces imperativo en vista de la gravedad de la enfermedad.

El control quimico se facilita si el vector:

- Toma un largo tiempo para repoblar dreas tratadas;
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- carece de la movilidad y se extiende poco a poco;

- pasa a través de todas sus etapas de desarrollo en el mismo hébitat y todos ellos no
exhiben resistencia a los productos quimicos utilizados;

- tiene un repertorio genético bajo y una baja capacidad de desarrollar resistencia.

El mejoramiento fisico de la vivienda, incluyendo el peridomicilio, es una alternativa
cuando la infestacion es limitada geograficamente y la infestacion residual es persistente
(OMS 2002).

En Meéxico el control vectorial estd regulado por la NOM-032-SSA2-2014 para la
vigilancia epidemioldgica, prevencidn y control de las enfermedades transmitidas por
vector. Estableciendo en el punto 7.3.5.1. En el caso de comunidades con infestacion
recurrente, a pesar de las actividades de ordenamiento del medio, se debe recurrir al uso

de insecticidas de tipo piretroide para reducir la infestacion.

3.1.3. Insecticidas

Los insecticidas organoclorados (como el DDT) fueron utilizados
intensivamente, debido a esto se les acreditaron muchos de los problemas sefialados por
Rachel Carson (1962) en su publicacion de “La Primavera Silenciosa”. A causa de su
acumulacion en el medio ambiente y la toxicidad para la reproduccién en las personas,
su uso fue finalmente eliminado en la mayoria de los paises industrializados a finales de
1970 y principios de 1980 (Moore et al. 2009). Los insecticidas organofosforados
(ORF’s) y carbamatos tomaron el lugar de los productos organoclorados y han sido
ampliamente utilizado desde la década de 1970. Esta clase de insecticidas presentaban el
problema de matar animales tanto vertebrados como invertebrados por la inhibicion de
la colinesterasa con una disrupcion de la actividad nerviosa por la acumulacion de
acetilcolina en las terminaciones nerviosas (Zerba 1999).

La obtencién de nuevos compuestos por modificacion de la estructura quimica de
piretrinas naturales dio lugar a una nueva familia de insecticidas: los piretroides. Se
definen como ésteres de dcidos derivados del ciclopropano. Son poco toxicos para los
mamiferos, quienes los metabolizan y excretan con rapidez. Dejan residuos muy bajos o

nulos en el suelo, son solubles en agua, se descomponen en la atmésfera (Isern 2002).
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Los piretroides sintéticos son neurotdxicos que actian sobre los axones en el sistema
nervioso periférico y central mediante la interaccion con los canales de sodio en
mamiferos y/o insectos (Zerba 1999). El uso de insecticidas piretroides aumenté como

respuesta a la eliminacion gradual de las otras clases de insecticidas.

3.1.4. INSECTICIDAS PIRETROIDES

Son compuestos sintéticos derivados del alcaloide “Piretro” presente en las flores
de las plantas Chrysanthemun cinerariefolium y Chrysanthemun coccineum. Los
compuestos bioldgicamente activos son el resultado de la combinacion de dos acidos
(pirétrico y crisantémico) y tres alcoholes (piretrolona, jasmolona y cinerolona). En
comparacién con los organofosforados y carbamatos sus propiedades toxicoldgicas y
ambientales son mds favorables. Todos son lipofilicos y casi insolubles en agua. Estas
moléculas han sido objeto de multiples modificaciones quimicas, en busca de mejorar su
accion tdxica y estabilidad en el medio ambiente por lo que han sido clasificadas en
cuatro categorias o generaciones.

La primera generaciéon se compone de un solo piretroide, la aletrina, la cual se
diferencia de la cinerina I porque contiene un lado en la cadena mas estable y mads
persistente que el piretro. Es efectivo contra moscas y mosquitos, pero menos efectivo
contra cucarachas y otros insectos.

La segunda generacioén incluye: a) tetrametrina, (1965) que posefa mayor fuerza de
derribo que la aletrina y es facilmente sinergizada, b) la resmetrina (1967)
aproximadamente 20 veces mads efectiva que el piretro en cuanto al derribo en mosca
casera pero no sinergizada, c) la bioresmetrina (1967) 50 veces mas efectiva contra
moscas caseras susceptibles a insecticidas y tampoco sinergizada, d) la bioaletrina
(1969) mas potente que la aletrina y facilmente sinergizada, pero menos efectiva que la
resmetrina 'y e) la fenotrina (1973). La resmetrina fue el insecticida de segunda
generacion mas utilizado en forma de aerosoles para el control de insectos voladores y

rastreros en interiores de casas.
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La tercera generacion incluye fenvalerato y permetrina, los cuales aparecieron en
1972 y 1973 respectivamente, fueron los primeros piretroides agricolas debido a su
fotoestabilidad y residualidad sobre las hojas de los cultivos.

La cuarta generacién comenz6 en 1975, dando origen a una nueva generacion de
piretroides usados en salud publica como cipermetrina, flucitrina fluvalinato y
letametrina, siendo estos los mds potentes, y por lo tanto requieren una menor dosis que
los de generaciones anteriores (Rogg 2000).

En general, los piretroides interfieren con las funciones del sistema nervioso y actdan
sobre el axon a nivel central y periférico mediante interaccidon con los canales de sodio
y/o desplazando al dcido kainico de sus uniones especificas en los mamiferos e insectos.
A semejanza de las piretrinas, bloquean los impulsos nerviosos en el nivel de su
transmision final.

Los efectos de estos compuestos pueden ser de 4 tipos: 1) sobre-excitacion nerviosa
sin contracciones musculares, 2) afeccion en los nervios motores que causan
contracciones musculares, 3) contracciones musculares de larga duracién y 4)
obstruccion total del impulso nervioso.

Los signos tipicos de intoxicacion por los piretroides Tipo I incluyen
hiperexcitabilidad y convulsiones, mientras que los piretroides Tipo II causan
principalmente ataxia y descoordinacion. En insectos los efectos de los piretroides,
especialmente los del Tipo I, pueden desarrollarse de 1 a 2 minutos después del
tratamiento y pueden resultar en la caida, es decir, en la perdida de la postura normal y

de la locomocion.

3.1.5. Resistencia a insecticidas piretroides en triatominos.

Diferentes perfiles toxicologicos han sido observados en la exposicion a
deltametrina, la resistencia a este insecticida ha sido documentada en triatominos en las
ultimas décadas. Sin embargo, todos estos son registros de Suramérica, para especies
como T. infestans en Argentina (Carvajal et al., 2012; Fabro et al., 2012; Germano et al.,
2010; Germano et al., 2010; Germano et al., 2012; Germano et al., 2013; Germano et
al., 2014; Roca-Acevedo et al., 2013; Santo-Orihuela et al., 2008; Santo-Orihuela et al.,
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2013; Vanessa et al., 2003; Zerba et al., 1997), Bolivia (Depickere et al., 2012;
Germano et al., 2012; Gomez et al., 2014; Lardeux et al., 2010; Palmquist et al., 2010;
Roca-Acevedo et al., 2011; Santo-Orihuela et al., 2008; Santo-Orihuela et al., 2013;
Toloza et al., 2008), Brasil (Pessoa et al., 2015: Sonoda et al., 2009; Vassena CV, ef al.,
2000), Paraguay (Germano et al., 2010) y Perd (Yon et al., 2004); T. sordida de Brasil
(Pessoa et al., 2008; Pessoa et al., 2012; Pessoa et al., 2014; Pessoa et al., 2015; Obara
et al., 2011); T. brasilensis en Brasil (Pessoa et al., 2015; Obara et al., 2010; Obara et
al., 2011); Rhodnius prolixus de Argentina (Vassena et al., 2003), tinicamente para 7.
maculata y T. dimidiata de Colombia (Reyes, et al., 2007) esta dltima uno de los
vectores mas importante de la enfermedad de Chagas en México.

En este trabajo se opté por la evaluacion de la permetrina perteneciente a los
piretroides tipo I, por lo tanto, carente del grupo a-ciano y la deltametrina de tipo II con
presencia del grupo a-ciano. En estudios como los de Hu et al. (2011) determinan la
resistencia a piretroides del tipo I en oocitos de Xenopus susceptibles a piretroides del
grupo II. La permetrina fue utilizada para el control de vectores en México desde antes
de 1990 en aplicaciones Ultra Bajo Volimen en exteriores (Flores et al. 2016) y
actualmente estd autorizada para el control de mosquitos en termonebulizacion. La

deltametrina se autoriz6 a partir del 2010 a la fecha (CENAPRECE, 2010 — 2017).
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3.2. METODOS

3.2.1. Material biolégico.

La recoleccion de triatominos silvestres fue realizada mediante la busqueda
activa en el area peridomiciliar y domiciliar de Baca, Yucatéan (7. dimidiata); Jojutla de
Judrez, Morelos (T. pallidipennis); San Martin de Hidalgo y Manual Doblado (7.
longipennis) Jalisco y Guanajuato respectivamente; Chilapa de Alvarez (T. mazzottii),
Guerrero y San Martin de Hidalgo (7. picturata) Jalisco, México. Los insectos
capturados y su descendencia fueron criados bajo condiciones controladas de
laboratorio. Las ninfas se mantuvieron hasta llegar a individuos adultos, con los cuales
se formaron parejas para su reproduccion bajo condiciones de temperatura (27 + 2°C),
humedad (70 = 15%), fotoperiodo (12:12), la primera alimentacién de los individuos
silvestres consisti en sangre de conejo, las alimentaciones posteriores se realizaron con
sangre de rata (Rattus norvergicus), con una frecuencia de 7 a 15 dias; los individuos
adultos, tanto hembras como machos, tuvieron al menos una alimentacién con sangre de

gallina durante toda su vida en este estadio.
3.2.2. Cepas susceptibles de Triatominos.

Las cepas de referencia para cada una de las especies mencionadas, consta de
triatominos criados bajo condiciones de laboratorio con al menos 3 o 4 generaciones sin

aporte de individuos silvestres o expuestos a insecticidas (OMS, 2005). Estas acepas

fueron donadas por el Laboratorio Estatal de Veracruz.
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3.2.3. Insecticidas.

Los insecticidas utilizados fueron deltametrina (99.5% pureza) (ChemService, West
Chester, PA. 250 mg) y permetrina (99.5% pureza; mezcla de isdémeros) (ChemService,

West Chester, PA. 250 mg).

3.2.4. Bioensayos.

Se utilizé la técnica de aplicacidon tépica con un volumen de 0.2 pl de solucién
aceténica del principio activo insecticida, en la parte dorsal del abdomen de cada
insecto, con un microaplicador (Microliter Syringe Hamilton 0.5 pl con Repeating
Dispenser, Hamilton Co®). En un primer ensayo se evaluaron 3 diferentes dosis con un
factor 1/10 entre cada dosis y en los ensayos finales se incluyeron 2 dosis intermedias
para obtener rangos de mortalidad entre 10 y 90 %.

Se utilizaron 10 ninfas por dosis con un minimo de dos repeticiones. Los insectos se
colocaron en recipientes de boca ancha con papel plegado en su interior y cubierto con
tela de gasa (OMS, 2005). Se registr6 la mortalidad a las 24 horas y los datos fueron
utilizados para el cdlculo de DLso y DLoo y sus respectivos intervalos de confianza.
Todos los parametros se expresan en ng/i. Las condiciones ambientales post-tratamiento

fueron: 25-30°C y 50-70% HR.

3.2.5. Criterio de mortalidad.

Se consideraron muertas aquellas ninfas con la inhabilidad de caminar del centro de
una caja petri (100x15mm) con un papel filtro en el interior (157 mm didmetro) hacia su
borde. Solo aquellas ninfas que fueron capaces de caminar hasta el borde con o sin
estimulacion mecdanica fueron consideradas como vivas. Los grupos control consistieron
en 10 insectos con el mismo volumen de acetona utilizado en los tratamientos. En caso

de mortalidad en los grupos control se utiliz6 la correccion de Abbott (1925).
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3.2.63. Analisis de resultados.

Los resultados obtenidos en los bioensayos fueron sujetos a un andlisis probit
usando el programa POLO Plus (LeOra Software 2002-2017) para determinar la DLso y
DLoo. La diferencia significativa entre estos pardmetros fue determinada por el
sobrelapamiento de sus intervalos de confianza. Para el cdlculo de la razén de resistencia
(RRsp) el cual se obtuvo dividiendo los valores de las DLso de las poblaciones bajo
estudio entre los obtenidos en la cepa susceptible, asi como el criterio de susceptibilidad
donde un valor de RR>1 es considerado como indicativo de la alteracion en la

susceptibilidad fueron tomados de acuerdo a D’avila Pessoa et al. (2014).
3.2.7. Potencial insecticida de deltametrina y permetrina

Se determind la efectividad insecticida para cada especie de acuerdo al potencial
insecticida (Pi), tomando como referencia los valores DLso de deltametrina sobre

permetrina y se relacionaron como se indica en la siguiente ecuacion.

Potencial deltametrina (100%)

DLs, deltametrina)
DLs, permetrina

Potencial insecticida (Pi) =

Potencial permetrina (
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Resistencia a piretroides en triatominos.

En las tablas 3.1 y 3.2 se muestran los resultados de los bioensayos para
deltametrina y permetrina, en las cinco especies de triatominos, asi como las cepas

susceptibles.

3.3.1.1. Triatoma dimidiata.

El menor valor de DLso se presenté en la poblacion de Triatoma dimidiata, esta
poblacién mostro un valor de DLsp (0.044 ng/i) mucho menor a la cepa de referencia
(Reyes et al., 2000) para deltametrina. Al no contar con una cepa de referencia con las
caracteristicas que sugiere la OMS (2005), se opt6 por determina la RRsp comparando la
cepa de campo (7. dimidiata Yucatdn) contra la reportada por Reyes er al. (2000),
basdndonos en la metodologia de Santo-Orihuela et al. 2017 y 2008; quienes utilizan los
valores resultantes de estudios anteriores en cepas susceptibles como referencia a su
cepa susceptible, es decir, no evaldan la susceptibilidad de la una cepa de referencia para
los diferentes estudios.

La RRso de T. dimidiata arrojada por esta comparacion resulto de 0.097X, por lo
tanto, se puede suponer que esta poblacion, al ser mas susceptible podria ser utilizada
como cepa de referencia en posteriores trabajos sobre esta especie de triatomino.

Por otro lado, no se encontraron trabajos sobre la susceptibilidad de 7. dimidiata
a permetrina, los valores obtenidos de DLso (49.92 ng/i) podrian ser también utilizados
en evaluaciones posteriores para este insecticida sobre poblaciones de esta especie.

Cabe mencionar la importancia de una cepa susceptible o de referencia en cada
evaluacion, para poder establecer la relacion de resistencia en funcion de la comparacion
de los valores de DLso y ademés comprender los mecanismos que estdn involucrados en

la resistencia a insecticidas.
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3.3.1.2. Triatoma pallidipennis

Por otra parte, la poblacién de T. pallidipennis tuvo el mayor valor de DLso con
295.77 ng/i para deltametrina, y una DLoo de 563.29 ng/i, ambas significativamente
mayores (p<0.05) que los valores de DLsoy DLoo de las cepas susceptibles 107.92 y
257.43 ng/i.

Contrario al resultado con deltametrina, en los ensayos para permetrina no se
observo diferencia entre los valores de DLso y DLoo para la poblacién de campo con

respecto a la cepa susceptible, oteniendo un valor de RRpiso de 1.17X.

3.3.1.3. Triatoma longipennis

No se observé diferencia significativa en los valores de DLso y DLog entre las
poblaciones de campo de T. longipennis para deltametrina tanto de Jalisco como de
Guanajuato con respecto a la cepa susceptible, para la cual se obtuvieron valores de
DLso de 89.57, 144.38 y 131.82 ng/i, respectivamente. Los valores entonces de RRso
fueron, para T. longipennis de Jalisco de 1.61X y para Guanajuato 1.47X.

Por otra parte, los valores de DLso para permetrina fueron significativamente
diferentes entre las dos poblaciones de campo y su correspondiente cepa susceptible
(p<0.05) pero no entre ellas; en ambas poblaciones se encontrd fija la resistencia a
permetrina con RRprso de 3.19X para T. longipennis de Jalisco y de 2.97X para T.

longipennis de Guanajuato.

3.3.1.4. Triatoma mazzottii

La poblacion de campo de Triatoma mazzottii mostro el segundo valor mas bajo
de las cinco especies evaluadas para deltametrina, con una DLso de 95.95 ng/i, y una
DLgo de 126.37, siendo significativamente diferente (p<0.05) a los valores de la cepa
susceptible DLso y DLoo de 3.56 y 14.30 ng/i respectivamente, y a la vez fue la

poblaciéon con un valor mayor de RRso (26.91X), de acuerdo al criterio de Zerba &
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Picollo (2002) la resistencia se encuentra fija en esta poblacion al menos para este
insecticida.

Los resultados para el ensayo con permetrina muestran valores de DLso de la
cepa susceptible (894.69 ng/i) y la cepa de campo (1044.21 ng/i). El valor de RRso para
este insecticida fue de 1.17X.

3.3.1.5. Triatoma picturata

En esta especie la diferencia entre las DLsp para deltametrina de las cepas
susceptibles y la poblacién de campo fue significativa (p<0.05) con valores de 72.96 y
137.35 respectivamente, sin embargo, el valor de RRprs0 fue menor a 2X (1.88X).
Contrario a las especies anteriores (indicado en los incisos 3.3.1.1 a 3.3.1.3) los valores
de DLso para permetrina en Triatoma picturata fueron significativamente diferentes
(p<0.05) entre las cepas susceptibles (1217.02 ng/i) y la poblaciéon de campo (3452.83
ng//1), mostrando una RRso de 2.84X.
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Tabla 3.1. Estadistica de los bioensayos y razén de resistencia (RR) para deltametrina en cinco especies de triatominos de México.

Especie/cepa N  DLso (ng/i) (IC 95%) d = DE DLoo (ng/i) (IC 95%) RRso!
T. dimidiata Y |161 0.043 (0.002-0.263)  0.752+0.247 9.14 (1.15-2117.16)  0.097% (0.005-0.372)
T. pallidipennis S | 113 107.92 (88.7-135.8) 3.39+0.78 257.43 (184.87-578.34) -
T. pallidipennis M | 329 295.77 (268.7-321.5) 4.57+0.48 563.29 (501.35-662.52) 2.74 (1.18-7.97)
T. longipennis S | 162 89.57 (59.0-120.5) 3.48+0.88 208.87 (149.47-452.40) -
T. longipennis J |209 144.38 (111.4-176.1) 4.92+0.86 262.79 (202.14-877.70) 1.61 (1-2.35)
T. longipennis Gto | 157 131.82 (103.2-167.4) 3.94+1.22 278.68 (202.13-923.06) 1.47 (0.86-2.25)
T. mazzottii S 165 3.56 (2.5-5.4) 2.12+0.44 14.3 (8.23-47.86) -
T. mazzottii G 98 95.95 (85.4-108.7) 8.03+£2.35 126.37 (113.17-169.49)  26.91 (24.62- 51.25)
T. picturata S 132 72.96 (41.17-91.21) 4.54+1.07 99.23 (71.78-114.48) -
T. picturata J 120 137.35 (118.78-151.20) 6.01£1.25 224.36 (195.96-298.22) 1.88 (1.31-2.81)

'La Razén de Resistencia fue significativa (p < 0.05) basada en la prueba de la razén de la dosis letal (Robertson

and Preisler, 1992).

2 Con base en base Reyes at al., 2007

DL: Dosis letal

N Numero de ninfas
ng/i, nanogramos/insecto
RR Resistance Ratio

S Cepa Susceptible

G Guerrero, México

J Jalisco, México

Gto Guanajuato, México
M Morelos, México
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Tabla 3.2. Estadisticos de los bioensayos y razén de resistencia (RR) para permetrina en cinco especies de triatominos de México.

Especie/cepa N  DLso(ng/i) (IC 95%) d = DE DLoo (ng/i) (IC 95%) RRso!
T. dimidiata Y 140 49.92 (10.50-92.56) 2.02+0.48 215.07 (129.91-324.67) ND
T. pallidipennis S | 200 1573.38 (1291.76-1975.57)  2.99+0.43 4214.95 (3007.56-8367.19) -
T. pallidipennis M | 158 1765.74 (958.19-3004.34)  2.224+0.36 6640.02 (3621.49-6688.05) 1.12 (0.77-1.34)
T. longipennis S | 130 884.9 (780.78-1002.94)  3.44+0.61 1674.85 (1323.58-2119.42) -
T. longipennis J | 121 2819.96 (2553.63-3106.68) 6.14+1.16 4557.31 (3921.88-6155.21) 3.19 (0.93-5.29)
T. longipennis Gto | 118 2632.01 (2474.69-2817.45) 18.44+£3.03  3088.56 (2868.02-3794.53) 2.97 (2.16-5.63)
T. mazzottii S 112 894.69 (776.19-1031.22)  3.10+0.68 1815.4076  (1301.27-2532.5) -
T. mazzottii G 141 1044.21 (854.73-1189.67)  6.46+1.09 1648.49 (1399.49-2512.91) 1.17 (1.07-2.08)
T. picturata S 104 1217.02 (1076.74-1375.53) 3.83%0.80 2156.97 (1689.68-2753.42) -
T. picturata J 122 3452.83 (3079.32-3842.15) 8.87+2.04 4814.3 (4228.30-6443.25) 2.84 (2.50-3.60)

'La Razén de Resistencia fue significativa (p < 0.05) basada en la prueba de la razon de la dosis letal (Robertson and Preisler, 1992).

DL: Dosis letal

N Numero de ninfas
ng/i, nanogramos/insecto
RR Resistance Ratio

S Cepa Susceptible

G Guerrero, México

J Jalisco, México

Gto Guanajuato, México
M Morelos, México
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3.3.2. Potencial insecticida

El potencial insecticida, dado por la toxicidad de un insecticida con respecto a
otro se determind para deltametrina con respecto a la permetrina en ninfas de primer
estadio de las diferentes especies de triatominos bajo estudio, en todas las especies la
toxicidad de la deltametrina fue mayor a la de permetrina (Figura 3.1). Para T.
pallidipennis la deltametrina fue 4.94 veces mds efectiva que la permetrina, seguida por
T. mazzottii con 10.20 veces mds efectiva y T. longipennis para la cual la deltametrina
fue 20.62 veces mds efectiva con respecto a la permetrina. Para T. picturata la
deltametrina mostro una mayor efectividad de 25.12, sin embargo, para 7. dimidiata la

deltametrina fue hasta >1000 més efectiva que la permetrina (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Potencial insecticida por aplicaciéon tépica de deltametrina con respecto a
permetrina en ninfas de primer estadio de cuatro especies de triatominos de México.

Especie Insecticida DLso (ng/i) % Potencial Insecticida
Deltametrina 0.0404 100
Triatoma dimidiata >1000
Permetrina 49.92 0.086
Deltametrina 298.69 100
Triatoma pallidipennis 4.94
Permetrina 1476.13 20.23
Deltametrina 137.48 100
20.61
Triatoma longipennis 2832.44 4.85
Permetrina
2819.96 4.87 20.51
Deltametrina 95.95 100
Triatoma mazzottii 10.20
Permetrina 1044.21 9.18
Deltametrina 137.35 100
Triatoma picturata 25.12
Permetrina 3444.74 3.98
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Figura 3.1. Niveles de DLso de las poblaciones triatominos de campo para deltametrina y

permetrina.
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3.4. DISCUSION

Existen mds de 30 especies de triatominos en México, incluyendo a 7. dimidiata,
T. barberi, T. pallidipennis, T, mazzottii, T. picturata, T. mexicana, T. longipennis, T.
gerstaeckeri y T. rubida, los cuales son los principales vectores de la enfermedad de
Chagas.

Modelados de nichos ecoldgicos han sido usados para determinar la distribucion
de los vectores, al estar distribuidos por todo México, por lo menos un 90% de la
poblacion se encuentra en riesgo (Ramsey et al. 2005).

Este trabajo es el primer reporte del estado de susceptibilidad a deltametrina y
permetrina en vectores de la enfermedad de Chagas México, y el primero en realizarse
en un nimero considerable de especies por aplicacion tdpica para la determinacion de
las DLso y las RRso. La técnica de aplicacion tépica fue realizada de acuerdo al protocol
de OMS (2005), con algunas modificaciones: a) individuos de 6 a 7 dias después de
eclosionados, b) sin haber sido alimentada y c) evaluar la mortalidad a las 24 horas de
exposicion. Demostramos variaciones en la susceptibilidad a la deltametrina y
permetrina en 4 especies de triatominos de 5 localidades diferentes a lo largo del sur y
en el centro del pafs.

El potencial insecticida de la deltametrina resulto se significativamente mayor
(p<0.05) en todas las especies, Reyes et al. (2007) reportan una mejor la efectividad de
deltametrina (p<0.05) comparado con la de otro insecticida organofosforado, y muy
similar con la toxicidad de otro piretroide del tipo II; la diferencia encontrada entre la
permetrina, piretroide de tipo I, y la deltametrina, piretroide de tipo II, puede ser
resultado de mutaciones de tipo kdr; Hu et al. (2012) reportan la baja susceptibilidad a
los piretroides de tipo I (bioresmetrina y NRDC157 -un analogo de la deltametrina) pero
no para la cipermetrina, cihalotrina y deltametrina, en poblaciones de cucarachas con la
mutacion F1515C en el canal de sodio.

Variaciones en la susceptibilidad a deltametrina ha sido reportadas en Triatoma
infestans de Argentina DLso de 0.02 a 56.7 ng/i (Vieira-Sonoda et al., 2009), Brazil con
una LDso de 0.26 a 0.70 ng/i (Vassesa et al., 2003; Fronza et al., 2016), Paraguay con
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valores de DLso de 0.1 a 0.5 ng/i (PAHO, 2005), Bolivia con LDso de 0.25 a 119.12 ng/i
(Germano, et al., 2010; Roca-Acevedo et al., 2011).

De forma similar nuestros resultados coinciden con las variaciones en
susceptibilidad a deltametrina exhibida por algunas especies como Pastrongylus
megistus con LDso de 2.01 ng/i (Henry-Halldin et al,.2012); T. brasilensis con LDso de
0.19 a 1.48 ng/i (Lardeux et al., 2010; Obara et al, 2010) y T. sordida con LDso de 0.173
a 1.59 ng/i (Germano et al., 2010; Vieira-Sonoda et al., 2010).

La determinacién del estado de resistencia basada en la razén de resistencia
(RRs0) dada por la DLso, puede proveer una aproximacion del grado de resistencia.
Bustamante et al. (2016) toman en cuenta al menos dos criterios basados en los
parametros de la RRso para proponer con fines operacionales la resistencia en
triatominos, ademads de este, se consideraron los trabajos de Fronza et al. (2016) quienes
consideran a poblaciones de 7. infestans con baja resistencia con RR <10, la
Organizaciéon Panamericana de la Salud (2005) que define como resistentes a todas las
poblaciones con RRso >5 y el criterio de Zerba & Picollo (2002) quienes sugieren que
pueden ser consideradas como resistentes aquellas poblaciones con RRso >2; por otro
lado Davila Pessoa et al. (2014) mencionan que aquellas poblaciones con RR >1 pueden
ser consideradas con una susceptibilidad alterada. Coincidiendo con nuestros resultados,
podemos determinar que todas nuestras poblaciones presentan una susceptibilidad
alterada o resistencia incipiente al resultar con RR >1.

La determinacion de los mecanismos que confieren la resistencia a estos
insecticidas, ya sean enzimdticos o moleculares, es un importante tema de estudio que
brindara datos importantes para la planeacién correcta de proyectos para el control de

triatominos vectores de la enfermedad de Chagas en México.
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CAPITULO 4

ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS
PIRETROIDES EN POBLACIONES DE CINCO ESPECIES DE TRIATOMINOS
VECTORES DE CHAGAS EN MEXICO.

RESUMEN

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es causada por el parasito
Tripanosoma cruzi y transmitida por insectos vectores de la subfamilia Triatominae,
alrededor de 8 y 11 millones de personas en México se encuentran infectadas (CDC,
2017). Existen mas de 30 especies de triatominos en México, incluyendo a 7. dimidiata,
T. barberi, T. pallidipennis, T, mazzottii, T. picturata, T. mexicana, T. longipennis, T.
gerstaeckeri y T. rubida, los cuales son los principales vectores de la enfermedad de
Chagas. La enfermedad no se limita a localidades rurales y la distribucién por
movimientos migratorios ha ocasionado un marcado aumento en los casos de esta, se ha
determinar que, dado la distribucién de los vectores por todo México, por lo menos un
90% de la poblacion se encuentra en riesgo (Ramsey et al. 2005).

En México no se cuenta con un programa para el control de los vectores
transmisores de la enfermedad de Chagas, no asi, se cuenta con programas para el
control de Aedes aegypti, a pesar de esto la utilizacion de insecticidas se ha realizado
indiscriminadamente. Esta exposicion a insecticidas en aplicaciones, dosis o modo de
aplicacion inadecuados puede ocasionar el desarrollo de resistencia.

Si bien las pruebas de efectividad bioldgicas permiten determinar el estado de
resistencia a insecticidas, la determinacion de la actividad enzimaética nos brinda un
panorama mds amplio de la funcién de este mecanismo en la desintoxicacion
xenobidtica, dado que un incremento en esta sugiere la adaptacion de los insectos a la

presion de seleccion ambiental (Ranson et al. 2002).
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En este estudio se realizé la estandarizacidon para la determinacién de actividad
enzimdtica en Triatominos basados en el protocolo de la Valles et al. (2006), evaluando
ninfas de primer estadio de 3, 5 y 7 dias de edad, en base a la cuantificacién de la
cantidad de proteinas totales (PNT). Posterior a la estandarizacién se corrieron los
ensayos para Triatoma dimidiata, T. pallidipennis, T. longipennis, T. mazzottii y T.
picturata de 5 a 7 dias de edad en cepas silvestres y la respectiva cepa de referencia para

cada especie.
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4.1. INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una parasitosis transmitida por insectos vectores de la
subfamilia triatominae, se calcula que en México entre 8 y 11 millones de personas se
encuentran infectadas por el parasito Tripanosoma cruzi. La enfermedad no se limita a
localidades rurales y la distribucién por movimientos migratorios ha ocasionado un
marcado aumento en los casos de esta (CDC, 2017).

En México no se cuenta con un programa para el control de los vectores
transmisores de la enfermedad de Chagas, no asi, se cuenta con programas para el
control de Aedes aegypti, a pesar de esto la utilizacién de insecticidas se ha realizado
indiscriminadamente. Esta exposicion a insecticidas en aplicaciones, dosis o modo de

aplicacién inadecuados puede ocasionar el desarrollo de resistencia.

4.1.1. Resistencia a insecticidas

La resistencia a insecticidas en insectos es un factor principalmente genético, ya sea
que este esté dado por una mutacién o por un cambio en la produccién de alguna
proteina. Entre los diversos mecanismos de resistencia se encuentran: la resistencia
metabdlica, la resistencia en el sitio blanco, resistencia en la penetracion de cuticular y la

resistencia dada por el comportamiento del insecto (Figura 4) (IRAC, 2017).
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Figura 4. Cambios fisiologicos relacionados con la resistencia a insecticidas.
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4.1.2. Resistencia metabdlica

La resistencia metabdlica es el resultado del incremento en la expresion de genes
codificadores de enzimas que metabolizan a los xenobioticos. Este tipo de resistencia es
el mds comin y ha sido bien documentado en diversos vectores de enfermedades.
Principalmente se encuentran involucrados tres categorias de enzimas: esterasas,
monooxigenasas y glutation s-transferasas. Estos sistemas enzimaticos son desarrollados
para metabolizar o degradar los insecticidas antes de que puedan ejercer un efecto
téxico. Ademds de ser mds eficientes, estos sistemas enzimdticos también pueden tener
un amplio espectro de actividad (degradando diversos grupos de insecticidas) (IRAC,
2017). Las carboxylesterasas, las monoxidasas del citocromo Psso y las glutation-s-
transferasas (GST) cuya amplificacion genética es inducida en los organismos por
exposicion a los insecticidas pueden generar resistencia a la mayoria ellos (Hemingway
y Ranson, 2000). Estas enzimas catalizan un gran rango de reacciones de detoxificacion
y constituyen la primera linea de defensa enzimdtica contra los xenobidticos.
Particularmente las esterasas estdn asociadas con la resistencia a organofosforados,
carbamatos y a piretroides; las monoxigenasas en el metabolismo de piretroides y en la
activacion o detoxificacion de organofosforados; y las glutation-s-tranferasas cuyo
principal rol es el metabolismo del DDT a productos menos téxicos y un rol secundario

en la resistencia a organofosforados (Scott 1995).

4.1.3. Carboxilesterasas

Las carboxylesterasas son enzimas que adicionan una molécula de agua a los
grupos carboxiéster, fosforoéster y carboxilamida. Casi todos los piretroides, fosforados
y carbamatos son sustratos potenciales de estas enzimas, pues contienen al menos uno de
estos grupos. Se estima que en casi 90% de los casos de resistencia a insecticidas
organofosforados, piretroides y carbamatos hay niveles elevados de estas enzimas
(Hemingway y Ranson, 2000).

El papel de las esterasas como mecanismo de resistencia puede ser inferido

mediante: 1) deteccion de niveles elevados de productos de la hidrélisis de insecticidas
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en estudios de metabolismo en insectos resistentes, 2) sinergismo de la toxicidad del
insecticida en insectos resistentes mediante el uso de inhibidores de esterasas no téxicos
(TPP: 0,0,0-trifenil fosfato, DEF: S,S,S-tributil fosforotritioato, IBP:0,0-bis(1-metil)s-
fenilmetil fosforotioato) y 3) deteccion de altos niveles de actividad de esterasas
generales usando substratos simples y ensayos espectrofotométricos de homogenizados
o tejidos de insectos (Brogdon 1989), o bien por electroforesis y tincion de geles
(Hemingway y Karunaratne, 1998).

La sobreproduccion de esterasas es una respuesta evolutiva contra la presion de
seleccion por insecticidas organofosforados y carbamatos, su presencia se ha
documentado en numerosas especies de artropodos, incluyendo mosquitos, garrapatas,
afidos, cucarachas y chinches.

El papel de las esterasas en la detoxificacion de los piretroides ha sido
ampliamente estudiado, existen varios reportes de la actividad intensificada de las
esterasas en poblaciones de mosquitos resistentes, entre estas Anopheles gambie, An.
albimanus, Culex quinquefasciatus y Ae. aegypti (Rodriguez et al, 2001, Flores et al.
2003). Algunos estudios han demostrado que las esterasas tienen baja actividad catalitica
sobre algunos piretroides, sugiriendo que los elevados niveles de esterasas presentes en
cepas resistentes a piretroides, podria deberse a una preseleccion con organofosforados

(Rodriguez et al, 2002).

4.1.4. Monooxigenasas del Citocromo-P4so

El citocromo Paso es una enorme y diversa superfamilia de hemoproteinas que se
encuentran en la mayoria de los organismos: bacterias, archaea y eucariotas. La gran
diversidad de monooxidasas se debe a la existencia de multiples isoformas de Psso,
diversos patrones de expresion y un amplio espectro de substratos (Scott 1995).

Las proteinas del citocromo P4so usan un amplio rango de compuestos exdgenos
y enddgenos como sustratos de sus reacciones enzimadticas. Por lo general forman parte
de cadenas de transferencia de electrones con multicomponentes. La reaccion mas
comun catalizada por el citocromo Psso es una reaccion monooxigenasa, es decir, la

insercion de un dtomo de oxigeno molecular (O2) en un sustrato orgénico (RH) a la vez
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que el otro dtomo de oxigeno es reducido a agua. Para que se complete la reaccidn se
requieren electrones, que son provistos por la coenzima NADPH (Berge et al, 1998).

Las monooxidasas Psso estdn envueltas en el metabolismo de todos los
insecticidas, permitiendo la detoxificacion a través de la hidroxilacién alifatica del DDT,
deshidroxilacién aromética del carbaryl y propoxur, y la epoxidacion de ciclodienos o la
activacion de organofosforados mediante reacciones de oxidacion.

Este mecanismo de resistencia metabdlica puede identificarse a través de
estudios bioquimicos in vitro comparando niveles de estas enzimas en cepas susceptibles
y resistentes llevados a cabo en microplacas para evidenciar su sobreexpresion (Brogdon
y McAllister, 1998a).

En la mayoria de los casos donde se ha asociado la actividad elevada de las
monooxidasas P4so con la resistencia a insecticidas se ha identificado el rol de los genes
Cyp pertenecientes a la familia Cyp6. En An. gambie y Cx. quinquefasciatus se ha
identificado la sobre-expresion de uno o varios genes pertenecientes a esta familia
asociados con la resistencia a piretroides (Nikou et al, 2003, Gong et al, 2005), asi como

los pertenecientes a la familia Cyp4, Cyp12 y Cyp9 en otras especies de insectos.

4.1.5. Glutation S-transferasas

Glutation S-transferasas (GST) es una familia de enzimas que catalizan la
conjugacion del glutatiéon endégeno a una variedad de compuestos electrofilicos. Estas
enzimas han sido implicadas en la detoxificacién y biotransformacién de muchos
xenobidticos. La conjugacién incrementa la solubilidad del compuesto electrofilico
(insecticidas), facilitando la excrecion de la molécula del organismo. De los tipos de
GSTs (microsomales y citosélicas), solo las enzimas citosdlicas han sido implicadas en
el metabolismo de los insecticidas. Esta enzima es inducible por algunos compuestos
quimicos, tanto en mamiferos como en insectos.

El GST de insectos ha sido clasificado como clase theta. Se ha propuesto a esta
clase como precursora de las clases a, p y w, basados en la distribucion aparente de esta
en un rango diverso de organismos que incluyen bacterias, levaduras, plantas e insectos

(Wilce et al, 1995). Varios estudios han correlacionado la resistencia a insecticidas con
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niveles incrementados de actividad GST y la produccion de diferentes isoformas (Kuss
et al, 1994; Ranson et al, 2002). Las diferentes actividades cataliticas de GST y el
nimero de enzima individual presente en las cepas de insectos susceptibles y resistentes
han demostrado ser el factor responsable de la resistencia a varios insecticidas.

El principal rol de las GSTs en la resistencia a insecticidas en mosquitos, es el
metabolismo del DDT a productos no téxicos (DDE), aunque también tienen un rol
secundario en la resistencia a organofosforados. La resistencia al DDT basada en GSTs
es muy comun en varias especies de anofelinos, reflejando el fuerte uso de este

insecticida para el control de la malaria durante varias décadas.

4.1.6. Resistencia metabdlica en triatominos vectores de la enfermedad de Chagas

Durante las ultimas dos décadas, la resistencia a insecticidas ha sido reportada en
al menos una especie de vector de la enfermedad de Chagas, principalmente a
insecticidas de tipo piretroides, en al menos 6 de los paises endémicos; también, en
algunos paises se ha reportado resistencia en mas de uno de los vectores (Carvajal et al.,
2012; Depickere et al., 2012; Germano et al., 2010, 2012, 2013, 2014; Gémez et al.,
2014; Lardeux et al., 2010; Obara et al., 2010, 2011; Palmquist et al., 2010; Pessoa et
al., 2008, 2012, 2014, 2015a, 2015b; Reyes, et al., 2007; Roca-Acevedo et al., 2011;
Roca-Acevedo et al., 2013; Santo-Orihuela et al., 2008, 2013; Sonoda et al., 2009;
Toloza et al., 2008, Vassena et al., 2000, 2003; Yon et al., 2004; Zerba et al., 1997). El
principal mecanismo de desintoxicacién reportado en triatominos es el metabdlico,
principalmente por esterasas (Santo-Orihuela er al. 2011, 2013; Germano et al. 2012;
Roca-Acevedo et al. 2015), oxidasas de funcién multiple (Picollo et al. 2005) o ambas
(Gonzalez Audino et al. 2004; Santo-Orihuela ef al. 2017), sin descartar la posible
actividad alterada de glutation s-transferasa (Wood et al. 1986; Sivori et al. 1997;
Lardeux et al. 2010).
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4.2. METODOS

4.2.1. Determinacion in vitro de enzimas de resistencia.

Considerando que los bioensayos proveen informacion limitada sobre los
mecanismos de resistencia, se realizaron ensayos bioquimicos para determinar la
actividad de las enzimas (actividad enzimatica [AE]) involucradas en la desintoxicacion
a piretroides: o- y B- esterasas, Oxigenasas de funcién miltiple (OFM) CitPsso y
Glutation s-transferasas (GST). Utilizando la técnica de Valle er al. (2006), con

modificaciones para su estandarizacion para triatominos.

4.2.2. Preparacion del homogenizado.

Ninfas de primer estadio de cada especie fueron inmovilizadas exponiéndolas a -
20°C por 1 minuto para ser homogenizadas individualmente en agua grado MilliQ,
después de tomar las alicuotas correspondientes para el ensayo de OFM el homogenato
fue centrifugado a 12,000 rpm por 60°s en una centrifuga fria a 4°C. El homogenizado
fue colocado en pozos de una microplaca de fondo plano por duplicado. Para mediar la
absorbancia se utilizé un lector de microplacas UVM-340 (ASYS Hitech GmbH,
Eugendorf, Austria).

4.2.3. Estandarizacion de las pruebas enzimaticas.

La evaluacion enzimaética se realizo en ninfas de 3, 5 y 7 dias de edad, con un peso

uniforme y sin alimentacion previa al ensayo. Evaluando principalmente la cantidad de

proteinas totales (PNT).
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4.2.4. Determinacion de proteinas.

La determinacién de proteinas totales fue realizada siguiendo la metodologia de
Bradford (1976), esta es utilizada para determinar los valores de actividad para todas las
curvas de todas las enzimas evaluadas. A 10 pl del homogenizado se le agregé el
reactivo Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad) [1:5], la lectura de la absorbancia se

realizé a 620 nm de 3 a 5 minutos.

4.2.4.1.Curva de calibracion.

Se realizé una curva de calibracién con albimina de suero bovino (ASB. Bio-
Rad), preparando diferentes diluciones [0.01 a 1 mg/ml] las cuales fueron utilizadas para
elaborar la curva estandar mediante su absorbancia a 620 nm utilizando el reactivo de

Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad) (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Curva de calibracion de albumina de suero bovino para la

cuantificacion de actividad enzimatica
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4.2.5. Determinacion de esterasas o, y f.

Se determinaron las enzimas a y [ esterasas utilizando o- y PB-naftil esterasa
como substratos, e iniciando la hidrolisis enzimatica con la adicidon de o-dianisidina,
formando el complejo diazol (Miller y Karn, 1980). La actividad fue determinada por la

medicion de la absorbancia a 570 nm.

4.2.5.1. a-esterasas.

Se distribuyeron 10 pul del homogenizado, por duplicado sobre la microplaca, en
el pozo blanco (2 pozos: G11 a G12) fueron agregados 10 ul de agua. Para los pozos del
control positivo (2 pozos: H11 a H12) se agregaron 10 ul de la solucién alfa-naftol al 0.5
ph/ul (~ 3.5 nmoles/ul) (SIGMA-ALDRICH Inc, México) en cada pozo. Colocar en
cada pozo 200 ul de alfa-naftil acetato/fosfato de sodio y se agregd en cada pozo 20 ul
de Fast blue (O-dianisidina) (SIGMA-ALDRICH Inc, México) e incubo a temperatura

ambiente por 5 min y para posteriormente leer la absorbancia a 570 nm.

4.2.5.2. B-esterasas.

En los pozos correspondientes se deposité 10 ul del homogenato. En el pozo
blanco (2 pozos: G11 a G12) se agregaron 10 ul de agua. El control positivo (2 pozos:
H11 a H12) consisti6é en 10 ul de la solucién beta-naftol al 0.5 ph/ul (~ 3.5 nmoles/ul)
en cada pozo. Se agregaron en cada pozo 200 pul de beta-naftil acetato/fosfato de sodio.
Pasados 5 min a temperatura ambiente, fueron agregados 50 ul de Fast blue (O-
dianisidinal SIGMA-ALDRICH Inc, México), la placa se incubo a temperatura ambiente

por Smin, y la absorbancia fue leida a 570 nm.

4.2.6 Determinacion de OFM.

La actividad de OFM fue determinada por la medicion del grupo hemo en el

insecto. En insectos no alimentados este grupo esta principalmente asociado con las
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Mono-oxigenasas CitPsso. Psso acarrean moléculas de oxigeno y reciben electrones del
NADPH para introducir oxigeno en el substrato y formar agua con el otro dtomo de
oxigeno: sustrato (S)+(NADPH+H")+02—S(0)+NADP*H,0 (Bergé et al., 1998).

Esta prueba no mide la actividad enzimética. Solo cuantificara el grupo hemo de
insectos no alimentados, y se asocia principalmente con el citocromo P4so. La prueba se
realiz6 distribuyendo 20ul de los homogenatos, previo a la centrifugacidon, en una
microplaca. En los pozos blanco (2 pozos: G11 a G12), fueron anadidos 20ul de buffer
de fosfatos. Para el control positivo (2 pozos: HI1 a H12), se colocaron 20 ul de la
solucion de citocromo C (SIGMA-ALDRICH Inc, México). Posteriormente se afiadieron
a cada pozo 60 ul de buffer de fosfatos y 200 ul de la solucién de trabajo: TMBZ/acetato
de Sodio. Seguido de 25 pl de H202 al 3% (volumen final de 305 pl) e incubo a
temperatura ambiente protegido de la luz durante 90 minutos. La absorbancia se ley6 a

650 nm.

4.2.7. Determinacion de GST.

Para Glutation s-transferasas (GSTs), 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) es
usado como sustrato, el cual es adecuado para una amplia gama de isoenzimas de GST
(Brogdon y Barber 1990). Después de la conjugacién del grupo tiol del Glutation al
sustrato CDNB, esto produce un incremento en la absorbancia a 340 nm. Se
distribuyeron 15 pl del homogenizado en la microplaca, para los pozos blanco (2 pozos:
HI1 a H12) y agregaron 15 pl de agua. A cada pozo se le afiadié 195 pl de la solucion
de trabajo: GSH/CDNB. La lectura de la absorbancia se realizé a 340 nm en intervalos

de un minuto durante 20 min.

4.2.8. Analisis de resultados.

Los datos de absorbancia obtenidos para cada enzima fueron utilizados para crear
una base de datos y calcular los valores medios de absorbancia por insecto y
transformados en actividad enzimatica. Con base en esto, es necesario tomar en cuenta el

volumen de la homogenizacion, el total de proteinas en cada insecto y la unidad de
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actividad correspondiente para cada enzima; para cada valor se utiliz6 el valor de
conversion obtenido de la curva estdndar.

Los valores de actividad enzimatica resultantes fueron analizados para verificar
distribucion normal (Kolmogorov & Smirnov, 1971) y posteriormente analizarlos por
ANOVA (p<0.05) y comparaciéon multiple de medias (Tukey test, p<0.05) asi como, por
la prueba t de Student (GraphPad Prism programme v. 7) (SPSS Inc. Released 2007.
SPSS for Windows, Version 16.0. Chicago, SPSS Inc.) para determinar la diferencia
significativa de la actividad enzimatica entre las poblaciones estudiadas, asi como, con

su respectiva cepa de referencia.

4.2.9. Clasificacion de la resistencia.

Se calcul6 el percentil 99 para cada enzima con referencia a la cepa susceptible
para cada especie con la finalidad de calcular el nimero de individuos con actividad
enzimdtica mayor a este valor en cada una de las poblaciones silvestres. La actividad
enzimatica fue clasificada como: no alterada, incipientemente alterada o alterada, si los
valores calculados anteriormente fueron menores al 15%, entre el 15 y 50% o mayores al

50%, respectivamente (Montella et al., 2007) (Tabla 4.1).

4.2.10. Correlacion de la resistencia a los insecticidas piretroides y la actividad

enzimatica.
Se determiné la correlacion r de Pearson (p<0.05) entre la actividad enzimatica

asociada a la desintoxicacion de permetrina y deltametrina con los resultados de los

bioensayos por aplicacion topica.
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4.3.RESULTADOS

4.3.1. Estandarizacion de ensayos enzimaticos.

Las ninfas de tres dias de edad mostraron la mayor cantidad de proteina total,

dando una diferencia significativa entre los 3 y 5 dias (p<0.05) y entre 3 y 7 dias, sin

embargo, pero no entre los 5y 7 dias (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Diferencia en la cantidad de proteinas totales (PNT) en ninfas de 3, 5 y 7 dias
de edad.

4.3.2. Sistemas enzimaticos involucrados en la resistencia a piretroides.

Para cada uno de los cuatro sistemas enzimdticos ensayados, se analizaron al
menos 30 individuos por poblacién y se compararon con individuos de las cepas
susceptibles (Figuras 4.3 a 4.6), la actividad de a-esterasas se encontré alterada ya que
fue significativamente mayor (p<0.01), en T. pallidipennis, T. mazzottii y T. longipennis
(J) el porcentaje de individuos fue de 90%, 78% y 88% respectivamente, T. picturata

resulto con actividad enzimdtica insipientemente alterada (<50%). Se encontré una
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actividad enzimatica alterada de -esterasas (p<0.01) en el 100% de los individuos de T.
mazzottii y en T. longipennis (J) y en el 56% de T. longipennis (Gto) comparadas con su
cepa de referencia mientras que para los individuos de 7. pallidipennis y T. picturata se
encontr6 una actividad enzimdtica insipientemente alterada (29% y 41%
respectivamente). En OFM (CitP4s0) solamente 7. picturata mostro actividad
insipientemente alterada (34% de individuos) con respecto a su cepa de referencia
(p<0.01). En el caso de GST solo T. mazzottii y T. picturata mostraron una actividad
significativamente elevada con un 68% y 49% de individuos con respecto a su cepa de

referencia (p<0.01) (Tabla 4.1).
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Figura 4.3. Perfiles de actividad enzimatica de o-esterasas en triatominos de México.
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Figura 4.4. Perfiles de actividad enzimatica de -esterasas en triatominos de México.
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Figura 4.5. Perfiles de actividad enzimatica de OFM (CitP4s0) en triatominos de México.
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Figura 4.6. Perfiles de actividad enzimatica de glutation s-transferasa en triatominos de México.
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Tabla 4.1. Cuantificacion de la actividad enzimaética en Triatominos.

Especie/Cepa N o-esterasas . p-esterasas ) .OFM GST )
(nmol/mg PNT/min) (nmol/mg PN'T/min) (ng cit/mg PNT) (mmol/mg PNT/min)
Media® P99 Media P99 Media P99 Media p99
T. pallidipennis S° 35 36.66 58.62 71.53 92.66 820 2133.21 0.4751 0.74
%>p99¢ %0>p99 %0>p99 %0>p99
T. pallidipennis M& 37 82.22 "9011* 74.63 ozgp* 964.7 0 (1)0 03172 0 é’
T. mazzottii S° 39 19.89 26.23 8.35 12.96 632.3 1179.44 0.2728 0.37
%0>p99 Y0>p99 %0>p99 %0>p99
T. mazzotii G 38 44.61 ‘;SE:* 51.46 1005’** 357.7 ’ é’ 0.5622 282*
T. longipennis S° 42 20.34 26.19 8.05 11.07 689.9 992.24 0.2811 0.37
%0>p99 %0>p99 %0>p99 %0>p99
T. longipennis I* 37 54.64 ;85* 59.17 1"05’** 528.4 0 2p 0.2991 ozgp*
o %>p99 %o>p99 P%>p99 %o>p99
T. longipennis Gto' 44 19.32 0 20.88 s6+# 467.8 0 0.3056 4
T. picturata S 30 35.09 49.75 49.29 71.01 254.57 426.29 0.0244 0.36
%o>p99 P%o>p99 %>p99 %>p99
0 h
T. picturata J 32 44.24 20% 66.20 A 433 ™ 0.3034 -

aNumero de ninfas

b Valor medio de cada actividad enzimatica

¢ Percentil 99° de la cepa de referencia

4 Porcentaje de especimenes de triatominos con actividad por arriba del percentil 99°

de la cepa de referencia

¢ Cepa de referencia

* Actividad enzimdtica incipientemente alterada
** Actividad enzimética alterada

f G Guerrero

g M Morelos

h J Jalisco

i Gto Guanajuato

87



4.3.3. Correlacion de la resistencia en funcidn de la actividad enzimatica.

Al realizar la evaluacion de la correlacion entre la actividad enzimatica de todas

las especies respecto a su DLso, se encontré una correlacion significativa solo para a-

esterasas y deltametrina (r=0.84, p< 0.02), lo cual nos permite suponer la relacién de

esta enzima como principal mecanismo de desintoxicacidn a este piretroide (Figura 4.6).
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Figura 4.7. Correlacion de actividad enzimdtica a) a-esterasas, b) B-esterasas, ¢) GST y

d) MFO Yy su correlacion con la susceptibilidad a deltametrina.
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Por otra parte, no se encontr correlacidon alguna entre la actividad enzimatica de

las especies respecto a su DLso para permetrina (Figura 4.8).
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Figura. 4.8. Expresion de la actividad enzimdtica de a) a-esterasas, b) B-esterasas, c)
GST y d) MFO y su correlacidn con la susceptibilidad a permetrina.
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4.4.DISCUSION

La determinacion de la actividad enzimatica como mecanismo de resistencia se ha
evaluado en diversos estudios; esta evaluacion no era confiable dado que solo se
realizaba la medicion de la absorbancia por minuto, sin tomar en cuenta otros factores,
como son la edad de los ensayos, realizando las evaluaciones en ninfas de 2, 3, o 5 dias
de edad, por lo tanto se optdé por realizar la estandarizaciéon para determinar la edad
Optima para la evaluacion de la actividad enzimatica, encontrando que la edad Sptima
para esta evaluacion es en NI de 5 a 7 dias de edad, ya que, el contenido de proteinas
totales (PNT) se encuentra estable, a diferencia de las ninfas de 3 dias de edad cuyo
contenido es mucho mayos por encontrarse atin en proceso de esclerotizacion y por lo
tanto la lectura de la actividad enzimética no es confiable, y de ninfas de 9 dias cuyo
contenido proteico se encuentra en decremento por el estado de inanicién. Otra de las
inconsistencias en la determinacién de la actividad enzimadtica es la evaluacidon de sin
seguir una metodologia bien establecida, comparando las cepas de referencia contra las
silvestres estableciendo como UT (Umbral de Tolerancia) al 70% de los individuos
(Germano et al. 2012; Picollo et al. 2005), pero si se tomara el percentil 99 (Montella et
al. 2007) la alteracion en la actividad enzimdtica seria nula; ademas, cabe destacar la
inconsistencia en la cantidad de individuos utilizados para este tipo de ensayos (Picollo
et al. 2005; Germano et al. 2012;Santo-Orihuela et al. 2011) o incluso evaluando solo 9
individuos por ensayo, en este trabajo se opté por seguir lo establecido por Valle et al.
(2007) realizando la evaluacion en al menos 30 individuos.

Independientemente de la metodologia seguida, en triatominos de diversas
especies se ha encontrado una relacion entre el incremento en esterasas y la resistencia
de estos (Santo-Orihuela et al. 2011, 2013; Germano et al. 2012; Roca-Acevedo et al.
2015). Para tener un mejor conocimiento del sistema involucrado en la desintoxicaciéon
se realiz6 por separado la determinacion de la actividad de a- y P-esterasas; para las
especies evaluadas se encontrd una actividad de a-esterasas significativamente mayor
(p<0.01), en T. pallidipennis, T. mazzottii 'y T. longipennis (J) y T. picturata con

alteracién insipiente, mientras que, para [3-esterasas encontramos una actividad alterada
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(p<0.01) en T. mazzottii y en T. longipennis (J) y T. longipennis (Gto) comparadas con
su cepa de referencia e incipientemente alterada en 7. pallidipennis y T. picturata. En
este caso para T. pallidipennis y T. longipennis (Gto) se puede observar como una de las
dos esterasas juega un papel importante en la detoxificacion mientras que para las demds
poblaciones y especies ambas se encuentras actuando activamente. En OFM (CitP4s0)
solamente 7. picturata mostro actividad insipientemente alterada con respecto a su cepa
de referencia (p<0.01), mecanismo menos relacionado con la resistencia a piretroides al
menos en triatominos pero que también ha sido reportado en pocas poblaciones de 7.
infestans (Picollo et al. 2005, Santo-Orihuela et al. 2017). En el caso de GST solo T.
mazzottii y T. picturata mostraron una actividad significativamente elevada con respecto
a su cepa de referencia (p<0.01), aun cuando este mecanismo no estd relacionado
directamente en la resistencia a piretroides, se tiene reporte de su rol en la resistencia en
T. infestans (Sivori et al. 1997), ya que, podria haber sido inducido como resultado de la
resistencia cruzada a organofosforados (Diaz et al. 2004).

Los resultados obtenidos muestran que existe una diferencia significativa entre la
actividad enzimdtica de las poblaciones silvestres y sus cepas de referencia. Sugiriendo
que el incremento en la actividad de a-esterasas en las poblaciones silvestres contribuye
de forma activa como principal mecanismo de desintoxicacién. Al comparar la actividad
enzimatica de a-esterasas respecto a la DLso de las poblaciones de campo, la correlacion
obtenida (r=0.85, p<0.01) sustenta su importancia como via de detoxificaciéon a la

deltametrina.
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CAPITULO 5

NUEVAS MUTACIONES DE TIPO kdr EN TRIATOMINOS VECTORES DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO.

RESUMEN

Uno de los mecanismos mds importantes en la resistencia a insecticidas en
triatominos para insecticidas piretroides son las mutaciones knockdown o kdr, dada por
cambios puntuales en un aminodcido en la secuencia del gen para (SII —S6) del canal de
sodio. Estas mutaciones son originadas por la presion de seleccion principalmente de los
insecticidas piretroides, aunque, pueden originarse por otra clase de insecticida dando
origen a una resistencia cruzada.

En triatominos se han reportado dos de estas mutaciones la L9251 y la L1014F
ambas para 7. infestans en Sur América. El control de triatominos en México se
encuentra establecido en la NOM-032-SSA-2014 donde se indica tnicamente el uso de
insecticidas piretroides para el control quimico en localidades con infestacidon recurrente;
siendo el mediante el uso de insecticidas piretroides como la deltametrina y la
permetrina+esbioletrina para rociado en interiores y tratamiento UBV respectivamente.

En este trabajo se describe la secuencia de la region 1IS4 — IIS6 del gen para
logrando identificar las mutaciones L1014F/S en Triatoma dimidiata, Triatoma
pallidipennis y Triatoma picturata, 1a mutacidon A943V en Triatoma longipennis y para

Triatoma mazzottii la K964R en poblaciones resistentes a piretroides.
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5.1. INTRODUCCION

En México en los dltimos afos (2013 — 2017) se han registrado alrededor de
4,000 casos de la enfermedad de Chagas sin descartar que estos representan un sub-
registro del verdadero estado de la enfermedad (SSA-DGE 2013 - 2017), dado que la
transmision de la enfermedad en el pais es posible por 19 diferentes vectores entre ellos
principalmente 7. dimidiata, T. pallidipennis, T. longipennis, T. mazzottii y T. picturata,
entre otros (Salazar-Schettino ef al. 2010); ademas, la ausencia de un programa para el
monitoreo y vigilancia de estos vectores, el uso de insecticidas para otros vectores de
enfermedades y la ausencia de evaluacion es el estado de susceptibilidad de los
triatominos a insecticidas propicia el mantenimiento de la enfermedad.

El control de triatominos en México se encuentra establecido en la NOM-032-
SSA-2014 donde se indica tnicamente el uso de insecticidas piretroides para el control
quimico en localidades con infestacion recurrente; siendo el CENAPRECE (2017) quien
regula los lineamientos del uso de insecticidas en México y que establece el uso de
piretroides como la deltametrina y la permetrina+esbioletrina para rociado en interiores
y tratamiento UBV respectivamente.

El uso indiscriminado de insecticidas es uno de los principales factores que
propician la aparicién de resistencia, actualmente se ha encontrado resistencia a los
cuatro principales tipos de insecticidas utilizados para el control de vectores (OMS
2016). La resistencia a insecticidas puede estar dada por la presencia de uno o mas
mecanismos, como modificaciones fisioldgicas (modificacion en el integumento) que
reducen la penetracion de las moléculas del insecticida y alteraciones genéticas, como la
sobreexpresion de genes que regulan la actividad enzimdtica (esterasas,
monooxigenasas, glutation s-transferasas) o la presencia de modificaciones en el sitio
blanco del insecticida (acetil colinesterasas insensible o knowdown resistance kdr)
(IRAC 2017).

Las mutaciones kdr se encuentran distribuidas en el canal de sodio mds
especificamente en el dominio II entre los segmentos transmembranales IV y VI (region

IIS4 — IIS6) y ha sido reportada en mas de 30 especies de insectos de importancia

101



econdémica o médica (Rinkevich et al. 2013). Las primeras mutaciones kdr reportadas en
triatominos son la L1014F y L9251 por Fabro et al. (2012) y Capriotti et al. (2014)
respectivamente, y su asociacion con la resistencia a deltametrina en 7. infestans.

Se describe la secuencia de la region 1S4 — IIS6 del gen para de T. dimidiata, T.
pallidipennis, T. longipennis, T. mazzottii 'y T. picturata, logrando identificar las
mutaciones L1014F/S, A943V y K964R en poblaciones resistentes a los insecticidas

deltametrina y permetrina.
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5.2. METODOS

5.2.1. Analisis del dominio II del gen para de los canales de sodio en triatominos.

La secuencia del dominio II del gen para de los canales de sodio de T. infestans
(Gen-Bank™ Acceso No. JF761319.1) fue usada para la elaboracién de primers 6ptimos
para la amplificacion de este gen en 7. dimidiata (Yucatan) (TdY), T. pallidipennis
(Morelos) (TpM), T. mazzottii (Guerrero) (TmG), T. longipennis (Jalisco y Guanajuato)
(TJ y TIGto) y T. picturata (Jalisco) (TpJ) y usando el programa tBLAST
(blast.ncbi.nlm.nih.gov) ademads, fueron utilizados primers previamente descritos para 7.

infestans por Fabro et al. (2014) y Capriotti ef al. (2014) (Tabla 5.1.).

Tabla. 5.1. Secuencias de los primers utilizados.

Primer Secuencias 5°-3’
JD5 (1-20) AAATCCTGGCCAACATTGAA
TiFwd (7-32) TGGCCAACATTGAATTTATTGATATC

TiRev2 (551-571) TGAACCTTGTTTCCAGCTGG

Numeros dentro de paréntesis indican el sitio de unién Del primer en la secuencia del
dominio II del gen para del canal de sodio. Gen-Bank™ Acceso No. JF761319.1

5.2.2. Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido por especie, a partir de grupos de 15 ninfas de primer
estadio utilizando el reactivo TRIzol Reagent (ambion | RNA Cat. NO: 15596-026) 1:1
p/v. La separacion del RNA se realiz6 con la utilizacion de cloroformo (1:5 v/v) para
posteriormente precipitar el RNA con isopropanol (1:2 v/v) y dos lavados posteriores
con etanol al 75% (1:1 v/v). El pellet de RNA fue resuspendido en 30 ul de agua grado
molecular y fue cuantificado en un NanoDrop 2000/2000c Espectrofotometro (Thermo

Scientific).
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5.2.3. Sintesis de cDNA

El ¢cDNA fue sintetizado utilizando la enzima SuperScript III First-Stand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Cat. No: 18080-051) utilizando el inserto de

protocolo adjunto por el proveedor.

5.2.4. Amplificacién por PCR

El gene para de la regién 11S4-11S6 fue amplificado por PCR; para la reaccion de
amplificacion se utilizaron Sul de cDNA total (~100 ng), GoTaqg DNA polimerasa
(Promega, Madison, WI) y S5uM de cada primer, TiFwd y TiRev2 fueron usados para 7.
mazzottii y T. longipennis, mientras que los primer JD5 y TiRev2 fueron usados para T.
pallidipennis, T. dimidiata y T. picturata. La reacciéon de amplificacion se disefié para
tener un volumen final de 25ul y fue realizada en un termociclador Biorad T100, CA,
USA. El programa de amplificacion utilizado consistié de una desnaturalizacién inicial
por 4 minutos a 94°C, seguida de 42 ciclos de 60 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C,
60 segundos a 72°C y un paso de elongaciéon de 10 min a 70°C (Figura 5.1.). Los
productos de la amplificacién se sometieron a una electroforesis en agarosa al 2%
(Bioline, Tauton, MA, USA), el ADN fue tenido con Gel red 10000X en DMSO
(Biotium, Hayward, CA, USA). Los fragmentos esperados fueron de un tamafio de ~500
bp. Los fragmentos obtenidos fueron visualizados y fotografiados bajo luz ultra violeta

(UV) y un transiluminador Uvitec (Cambridge, United Kingdom).
5.2.5. Secuenciacion del gen para de los canales de sodio

Al menos tres amplificaciones del II dominio del gen para del canal de sodio
fueron purificados (Wizard SV Gel and PCR Clean Up System, Promega, Madison, WI,

USA) y secuenciados por electroforesis de capilaridad en Macrogen USA, por cepa,

tanto susceptible como silvestre para cada especie.
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5.1.- Representaciéon grafica del programa de PCR utilizado para la
amplificacion de los productos de DNA.

5.2.6. Analisis de resultados

Los datos obtenidos de la secuenciaciéon fueron analizados por BLAST para
determinar su similitud con T. infestans, utilizando el programa Sequencher (version
5.4.6 DNA sequence analysis software, genecodes.com) y GeneStudio (Professional

Edition, Version 2.2.0.0, genestudio.com). Asi como la busqueda de mutaciones

puntuales no sindnimas entre las cepas susceptibles y silvestres.
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5.3.  RESULTADOS

5.3.1. Andlisis del dominio II del gen para de los canales de sodio en triatominos.

La secuencia del dominio II del canal de sodio de las especies de triatominos fue
analizada obteniendo un fragmento correspondiente de ~500 bp. Asi como la secuencia
de sus correspondientes cepas de referencia (Figuras 5.2 y 5.3). La amplificacién de los
fragmentos mostro una alta similitud (99%) entre los individuos de las cepas de
referencia y los de las cepas silvestres. El alineamiento de las secuencias resultantes,
tanto de referencia como silvestres, con la secuencia de 7. infestans [Gen-Bank™
Acceso No. JF761319.1] mostro diversos porcentajes (82% - 95%) de similitud

dependientes de especies y cepas.

Figura 5.2. Amplificacion por PCR del canal de sodio en gel de agarosa al 2% de las
cepas de triatominos de referencia. Linea 3 T. dimidiata, linea 4 T. pallidipennis, linea 5
T. longipennis, linea 6 T. mazzottii y linea 7 T. picturata. El marcador se muestra en la

primera linea 25-bp DNA ladder, control negativo en la linea 2.

Las secuencias de T. dimidiata correspondiente a la cepa silvestre al ser alineadas
con la secuencia de 7. infestans mostraron un 92% de similitud. 7. pallidipennis al ser

comparadas las secuencias de la cepa silvestre arrojo un 95% de similitud con la
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secuencia de T. infestans. Para T. mazzottii tanto la cepa de referencia como la silvestre
presentaron un 95% de similitud con la secuencia de T. infestans. Ambas poblaciones de
silvestres de T. longipennis (TLJ y TLGTO) asi como la cepa de referencia mostraron
una similitud del 95% con la secuencia de 7. infestans. La menor similitud encontrada
en las especies evaluadas fue la de T. picturata con un 85% con la secuencia de T.

infestans.

<— 500bp

Figura 5.3. Amplificaciéon por PCR del canal de sodio en gel de agarosa al 2% de las
cepas de triatominos silvestres. Linea 3 T. dimidiata, linea 4 T. pallidipennis, linea 5 T.
longipennis, linea 6 T. mazzottii y linea 7 T. picturata. El marcador se muestra en la

primera linea 25-bp DNA ladder, control negativo en la linea 2.

El andlisis de las secuencias de las cepas de referencia revelo que en todas las
especies analizadas se encuentra presente al menos una mutacion kdr. En los individuos
de T. dimidiata y T. pallidipennis se encontr6 la mutacion caracterizada en varias
especies de insectos como kdr (L1014F) incluyendo T. infestans (Fabro et al. 2012) dada
por la sustituciéon de Leu (TTA) > Phe (TTT) mientras que, en 7. picturata se encontrd
presente la sustituciéon de Leu (TTA) > Ser (TCC) (L1014S) (Figura 5.4, 5.5y 5.6), En
la poblacion de 7. mazzottii encontramos la mutaciéon dada por la sustitucion de Ala
(GTT) > Val (GCA) en el sitio 943 (Figura 5.7) y para ambas poblaciones de T.
longipennis la sustitucion de Lys (AAA) > Arg (AGA) en la posicidon 964 (Figura 5.8),
ninguno de los individuos de la cepa de referencia presentd las sustituciones de los
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aminodcidos mencionadas, a excepcion de la cepa de referencia de T. longipennis cuyo
cromatograma revela la presencia de individuos homocigoto susceptibles (ARA) y para

la poblacién de Gto homocigoto resistente (ARA).
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T. infestans sodium channel a-subunit AAATCCTGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGTCGAACTG - TAGGAGCTCTTGGCAATTTGA CATTTGTCTTATGTATTATC

T. dimidiata (TdY)} AAATCCTGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGTCG ACTG TAGGAGCTCTTGGCAATTTGA CATTTGTCTTATGTATTATC
Anopheles gambiae AAGTAGTCTACTAGCTTATTCTCAATTATTATATATTC- ACTAA CGCGAATTAAATGCTTTGTGACAGATTTCATCAGAAAATCA
Musca domestica TGGCCCACACTGAATTTACTCATTTCGATTATGGGCCGGACAA TGGGTGCATTGGGTAATCTGA  CATTTGTACTTTGCATTATC
Culex pipiens quinquefasciatus CTTACTCATTTCCATCATGGGCCGAACGA - TGGGCGCGTTAGGTAATCTGA CGTTTGTGCTCTGCATTATC
Aedes albopictus CTTACTCATTTCCATCATGGGTCGAACGA TGGGTGCGTTAGGTAATCTGA CGTTTGTGCTCTGCATTATC
T. infestans sodium channel a-subunit ATCTTCATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGA ATTATAT AGATAATGTGGGGGACTTTCCTGGTGGAG AACTACCTA
T. dimidiata (TdY) ATCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGA ATTATAC AGGTCAGTTTAATATTTTTCTTAAC ATTAAATACGTA
Anopheles gambiae GTGTTT TGCTAGCC TAATTGCTTTTTTCCTTTTCTTTAATATACTTTTTCC AGATAATGTGGATAGATTCCCCGAC CATGATCTGCCAA
Musca domestica ATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGAATGCAACTTTTCGGAAAGA ACTATATTG ACCACAAGGATCGCTTCAAGGAC CATGAACTACCGC
Culex pipiens quinquefasciatus ATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGGATGCAGCTGTTCGGCAAGA ACTACATCG ACAACGTGGACCGCTTCCCGGAC AAGGACCTGCCAC
Aedes albopictus ATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGGATGCAGCTGTTCGGCAAGA ACTACATCG ACAACGTGGACCGCTTCCCGGAC AAGGACCTGCCAC
T. infestans sodiom channel a-subunit GATGGAAC - TT - - CACAG ATTTCATGCATTCGTTTA- -TG-ATTGTTTTCCGTGTATTATGT GGAGAATGGATAGAATCCATGTGGG
T. dimidiata (TdY) A A CAAT T TTAAT CTAAT TTAATAAATATAAAATTACTTTITTTCTTTTTITTITCTTATCTGTTCTATCTTTTATTTCTCAAACAAATCT

Anopheles gambize GATGGAAT -TT - - TACAG ATTTCATGCATTCCTTCA- -TG- ATTGTGTTCCGTGTGCTATGCGGAGAATGGATTGAATCAATGTGGG
Musca domestica GCTGGAAC TT CACCG ACTTCATGCACAGCTTCA TG ATTGTGTTCCGAGTGCTGTGCGGAGAGTGGATCGAGTCCATGTGGG
Culex pipiens quinquefasciatus GGTGGAAC TT - CACCG ACTTCATGCACTCATTCA TG ATCGTGTTCCGGGTGCTGTGCGGCGAGTGGATCGAATCCATGT GGG
Aedes albopicrus GGTGGAAC TT CACCG ACTTCATGCACTCATTCA TG ATCGTGTTCCGGGTGCTGTGCGGCGAGTGGATCGAATCCATGTGGG
T. infestans sodium channel a-subunit ACTGTATGCACGTTGGAG ATGTATCGTGTATTCCATTTTTCTTG - GCAACAGTAGTT ATAGGAAAT[TTAGTTG TCCTAAACT
T. dimidiata (TdY) CTGT-TTC TACACTTTCTTTAAACAGATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGA ACTACCTAGATGGAAT[TTTACAGATTTCATGCA

Anopheles gambiae ATTGTATGCTTGTCGGTG ATGTATCCTGCATACCATTTTTCTTG - - GCCACTGTAGTG - ATAGGAAAT)| TCG

Musca domestica ACTGTATGTATGTGGGCG ATGTCAGCTGTATACCCTTCTTCTTG  GCCACGGTCGTG ATCGGCAAT[TTTIGTGG

Culex pipiens quinquefasciatus ACTGCATGCTGGTGGGCG ACGTGTCCTGCATTCCGTTCTTCTTG- - GCCACCGTAGTG - ATAGGAAAT[TTTIGTCG

Aedes albopictus ACTGCATGCTGGTGGGCG ACGTGTCCTGCATTCCGTTCTTCTTG  GCCACCGTAGTG ATAGGAAATILITIGTCG

T. infestans sodum channel a-subunit TGTTTCTGGCCTTGTTGCTCAGCAATTTTGGTTCGTCAAGTCCATCAGCACCAACAGCAGATTCAGAAACTAATAS XATIH:ACCGAAGTTTTTG
T. dimidiata (TdY) TTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGT GGAGAATGGATAGAATC AATGTGGGACT GC ATGCAC]GTAAT§ACCG,§AGTTTTTG
Anopheles gambiae i

Musca domestica
Culex pipiens quinquefasciatus
Aedes albopictus

T. dimidiata (TdY)
Anopheles gambiae

Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciams y
Aedes albopicrus b

T. infestans sodium channel a-subunit €T GATCAGACACAAGGT GAGGCGCCCGCGTCCAGCTGG_~\_~\.~\C.~\.~\GGTTCATATCCCGGTTAT;{{IAI CAAATCGTAACAAA
T. dimidiata (TdY) CTGATCAGACACAAGGTGAGGCGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCATATCCCGGT TA_.{I' CATCAAATCGTAACAAAARACACAAACCA
Anopheles gambiae 4 1
Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciatus
Aedes albopictus

Figura 5.4. Alineamiento de las secuencias de T. dimidiata (TdY) en comparacién con
las secuencias de 7. infestans. La posicion de la mutacion L1014F se encuentra

enmarcada, las lineas superiores indican la posicidn de los primers.
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Triatoma infestans sodium channel a-subunt AAATCC CAACA AAT A ATATCAATTATGGGTCGAACTGTAGGAGCTCTTGGCAATTTGACATTTGTCTTATGTATTAT

T. pallidipennis M ATCCTGGCCAACATTGAATTTATTG TAGCAATTGCGGGTCGAACTGTCGGAACTCTTGGCAATTTGACATTTGTCTTATGTATTAT
Culex pipiens quinquefasciatus CTTACTCATTTCCATCATGGGCCGAACGATGGGCGCGTTAGGTAATCTGACGTTTGTGCTCTGCATTAT
Aedes albopictus CTTACTCATTTCCATCATGGGTCGAACGATGGGTGCGTTAGGTAATCTGACGTTTGTGCTCTGCATTAT
Musca domestica AAATCATGGCCCACACTGAATTTACTCATTTCGATTATGGGCCGGACAATGGGTGCATTGGGTAATCTGACATTTGTACTTTGCATTAT

Triatoma infestans sodium channel a-subunit CATCTTCATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATATAGATAATGTGGGGGACTTTCCTGGTGGAGAACTACCTA

T. pallidipennis M CATCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATACAGATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGAACTACCTA
Culex pipiens quinquefasciatus CATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGGATGCAGCTGTTCGGCAAGAACTACATCGACAACGTGGACCGCTTCCCGGACAAGGACCTGCCAC
Aedes albopictus. CATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGGATGCAGCTGTTCGGCAAGAACTACATCGACAACGTGGACCGCTTCCCGGACAAGGACCTGCCAC
Musca domestica CATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGAATGCAACTTTTCGGAAAGAACTATATTGACCACAAGGATCGCTTCAAGGACCATGAACTACCGC
Triatoma infestans sodium channel a-subunit GATGGAACTTCACAGATTTCATGCATTCGTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCCATGTGGGACTGTATG
T. pallidipennis M GATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCAATGTGGGACTGCATG
Culex pipiens quinquefasciatus GGTGGAACTTCACCGACTTCATGCACTCATTCATGATCGTGTTCCGGGTGCTGTGCGGCGAGTGGATCGAATCCATGTGGGACTGCATG
Acdes albopictus GGTGGAACTTCACCGACTTCATGCACTCATTCATGATCGTGTTCCGGGTGCTGTGCGGCGAGTGGATCGAATCCATGTGGGACTGCATG
Musca domestica GCTGGAACTTCACCGACTTCATGCACAGCTTCATGATTGTGTTCCGAGTGCTGTGCGGAGAGTGGATCGAGTCCATGTGGGACTGTATG
Triatoma infestans sodium channel a-subunit CACGT TGGAGATGTATCGTGTATTCCATTTTTCTTGGCAACAG TAGTTATAGGAAAT|ITTAIGTTG TCCTAAACTTGTTTC
T. palldipennis M CACGTAATCTTTTTTTAAACACATAATGGGGAAAATTTTCCTGGGGGAAAACT CCCTATATGGAATTTTIACAGATTTCATGCTTTCCTT
Culex pipiens quinquefasciatus CTGGT GGGCGACGTGTCCTGCATTCCGTTCTTCTTGGCCACCG TAGTGATAGGAAAT/TTT/GT CGTTCTTAACCTTTTCT
Aedes albopictus CTGGT GGGCGACGTGTCCTGCATTCCGTTCTTCTTGGCCACCG TAGTGATAGGAAAT|ITTTIGTCGTTCTTAACCTTTTCT
Musca domestica TATGT GGGCGATGTCAGCTGTATACCCTTCTTCTTGGCCACGG TCGTGATCGGCAAT|TTTIGTGGTTCTTAATCTTTTCT
Triatoma infestans sodium channel a-subunit TGGCCTTGTTGCTCAGCAATTTTGGTTCGTCAAGTCCATCAGCACCAACAGCAGATT CAGA:\._K:CTA:E\TAAAATCACCGAAGTTTTT
T palldipennis M TATGATTGTTTTCCGTGTATTATGG - GGAAAATGGATAAAAAC AATGGGGGACTGCATGCATA TAATAAAATCACCGAAGCTTTT
Culex pipiens quinquefasciatus TAGCCTTGCTTTTGTCCAACTTTGGTTCCTCGAGTTTGTCGGCGCCCACAGCCGACAAC - GAAACGAACAAGAT CGCCGAGGCGTTC
Aedes albopictus TAGCCTTGCTTTTGTC :

Musca domestica TAGCTTTGCTTTTGTCCAACTTCGGTTCATCTAGTTTATCAGCCCCGACTGCCGACAAT .G:.-\T,-\CC.-\.—\'[‘;A.-\:\ATAGCAG.—\GGCCTTC
Tratoma infestans sodium channel a-subunit G:\TCGT.—\TTGGC.-\G.-\TTT.-\C.-\TCCCGG:\T.—\:\:\ACGT:\.—\TGTG:\CGACGGGTGC.~\:\.~\.~\GC.~\.~\T:.\GGGCC.—\A%CTGACCAATCAG.-\TCTC
T. pallidipennis M G.—\TCGT.-\TTGGCAG.—\TTTAC.—\TCCCG.—\.—\T.—\AA.-\CGT,-\.—\TGTGr\CG.—\CGGGTGC.—\.-\.—\AGCA.-\_’.—\AGGGCCA.—\G.‘_CTGr\CCA.—\TCAG.-\TCTC
Culex pipiens quinquefasciatus A.-\CCGG.—\T:\TCGCGCTTCTCC.-\.-\CTGG:\TCA.-\GGCG.-\:\C:\TCGCGGCCGCGCTCA.-\GTTCQ:TGA.-\.»\A:\C.-\:\G"_'T:\.-\C.-\:\GCCAG.-\TTGC
Aedes albopictus E

Musca domestica .~\.-\TCGT.~\TTGCTCGTTTT:\.-\G:\ACTGGGTG,—\.-\ACGTAAT.-\TTGCCG:\TTGTTTTAAGTT.}i.-\TTCGAA:\T.-\.-\:\T'?GAC.-\.-\ATCAA.—\T:\AG

Triatoma infestans sodium channel a-subunit TGATCAGACACAAGGTGAGGCGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTT C.—\T:\TCCCGGT.S.'.-\TCATCA.—\.-\TCGT.—\.-.\'CAAAA.-\.—\C:\CA.-\ACC

T. pallidipennis M TGATCAGACACAAGGTGAGGCGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCATA

Culex pipiens quinquefasciatus GTCCGTGCAGCCCGCAGAGCATGGTGAAAATGAGCTGGAATTAACTCCAGATGACA .CCTGGCCG.-\CGGGCTGC’:G.—\.—\:\:\.—\GGGCGTC.—\
Aedes albopictus i

Musca domestica T

GGAATITTTA

Figura 5.5. Alineamiento de las secuencias de 7. pallidipennis (TpM) en comparacion
con las secuencias de T. infestans. La posicion de la mutacién L1014F se encuentra

enmarcada, las lineas superiores indican la posicidn de los primers.
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Triatoma infestans sodium channel a-subunit
T. picturata J

Musca domestica

Culex pipiens guinquefasciatus.

Acdes albopictus

Anopheles gambiae

Triatoma infestans sodium channel 2-subunit
T. picturata J

Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciatus

Aedes albopictus

Anopheles gambiae

Triatoma infestans sodium channel a-subunit
T. picturata J

Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciams

Acdes albopictus

Anopheles gambiae

Triatoma infestans sodium channel a-subunit
T. picturata J

Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciats

Aedes alhopicrus

Anopheles gambiae

Triatoma infestans sodium channel a-subunit
T. picturata J

Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciatus

Aedes albopictus

Anopheles gambiae

Tristoma infestans sodium channel a-subunit

T. picturata J
Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciams
Aedes albopictus
Anopheles gambiae

T. picturata J

Musca domestica

Culex pipiens quinquefasciatus
Aedes albopictus

Anopheles gambiae

AAATCCTGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGTCG AACTG
TGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGNTNTTTNNTTN
TGGCCCACACTGAATTTACTCATTTCGATTATGGGCCG GACAA

CTTACTCATTTCCATCATGGGCCG AACGA
CTTACTCATTTCCATCATGGGTCG AACGA
AAGTAGTCTACTAGCTTATTCTCAATTATTATATATTC ACTAA

TAGGAGCTCTTGGCAATTTGA
AGCTNTTGGCATTTCAA
TGGGTGCATTGGGTAATCTGA
TGGGCGCGTTAGGTAATCTGA - - CGTTTGTGCTCTGCA
TGGGTGCGTTAGGTAATCTGA CGTTTGTGCTCTGCA
CGCGAATTAAATGCTTTGTGACAGATTTCATCAGAA

CATTTGTCTTATGTA
ATTTGNCTTCTGTA
CATTTGTACTTTGCA

TTATCATCTTCATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGA - - ATTATAT AGATAATGTGGGGGACTTTCCTGGT - GGAGA
TTATCATCTTTAT TTTGCTGTAATGGGCTTGCT TTGTTTGGTAGAA TTATAC ANATAATGTGGAAAACTTTCCTGGT - GGAAA
TTATCATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGAATGCAACTTTTCGGAAAGA  ACTATATTG ACCACAAGGATCGC TTCAAGGACCATGA
TTATCATCTTCATCTITTGCCGTGATGGGGATGCAGCTGTTCGGCAAGA ACTACATCG ACAACGTGGACCGC TTCCCGGACAAGGA
TTATCATCTTCATCTTTGCCGTGATGGGGATGCAGCTGTTCGGCAAGA - - ACTACATCG ACAACGTGGACCGC TTCCCGGACAAGGA

AATCAGTGTTT TGCTAGCC TAATTGCTTTTTTCCTTTTCTTTAATAT - ACTTTTTCC  AGATAATGTGGATAGA - TTCCCCGACCATGA

ACTACCTAGATGGAAC TTCACAGATTTCATGCATTCGTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCCATGTGGGA
ACTACCNNNATGGAATTTT - ACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGT GCAGAACGGATAGAATCACCGCGGGA
ACTACCGCGCTGGAAC TTCACCGACTTCATGCACAGCTTCATGATTGTGTTCCGAGTGCTGTGCGGAGAGTGGATCGAGTCCATGTGGGA
CCTGCCACGGTGGAAC TTCACCGACTTCATGCACTCATTCATGATCGTGTTCCGGGTGCTGTGCGGCGAGTGGATCGAATCCATGTGGGA
CCTGCCACGGTGGAAC TTCACCGACTTCATGCACTCATTCATGATCGTGTTCCGGGTGCTGTGCGGCGAGTGGATCGAATCCATGTGGGA
TCTGCCAAGATGGAAT TTTACAGATTTCATGCATTCCTTCATGATTGTGTTCCGTGTGCTATGCGGAGAATGGATTGAATCAATGTGGGA

CTGTATGCACGT TGGAGATGTATCGTGTATTCCATTTTTCTTGGCAACAGTAGT TATAGGAAATTTA]
TTGTTTGCCCGTTGGAGATGTATCCTGTATTCCATTTTTCTTGGCCCCG - TAGTTATAGGAAAT|TCC
CTGTATGTATGTGGGCGATGTCAGCTGTATACCCTTCTTCTTGGCCACGGTCGTGATCGGCAATITTT)
CTGCATGCTGGTGGGCGACGTGTCCTGCATTCCGTTCTTCTTGGCCACCGTAGT GATAGGAAATTTT
CTGCATGCTGGTGGGCGACGTGTCCTGCATTCCGTTCTTCTTGGCCACCGTAGT GATAGGAAATTTT)
TTGTATGCTTGTCGGTGATGTATCCTGCATACCATTTTITCTTGGCCACTGTAGT GATAGGAAAT[T TA]

TTGTCCTAAACTTGTTTCTGGCC
TTGTCCCNANCTTGTTTCTGCCC

A\-? CACCGAAGTTITTTGATCGTATTG
-\1_C:\CCGA:\GCTTTTG.‘\TCCTATTG

TTGTTGCT CAGC.-‘\ATTTTGGITCGTC:\AGTCC:\TCAGCACCA.-’LCAGC.-\GATTCAGAA.-\.CTA:\T;{
TTGGTGCTCAGCAATATTGGTTCGTCAAGTCTATCANCCCCAACGGCTGATTCAGAAACTAAT:

GCAG.-\ITTACATCCCGGAT‘-\A:\ACGT:\.\TGTGACGACGGGTGCA.—\A.-\GC:\ATAAGGGCC._i:AGCl'GACCA.‘aT CAGATCTCTGATCAGACACA
GCATNTNNNT - TNCCGGNTAAAACGTAATGTGACGACGGGTGCAAAAGCAATAAGGGCGAAGCTGACCAATCAGATCTCTGATCAGACACA

Figura 5.6. Alineamiento de las secuencias de 7. picturata (TpJ) en comparacién con las

secuencias de T.

infestans. La posicién de la mutacién LO14S se encuentra enmarcada,

las lineas superiores indican la posicién de los primers.
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ATT|GTT|T GC

T. mazzottii S TGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAAGGATGGGTTACTT - GTAGGAACTCTTGG CA-TT TGACATTTGTCTTATGTAT
T. mazzottii G TGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAACGATGGGTTACTTTGTAGGAGCTCTT - GGCAATT - TGACATTTGTCTTATGTAT
T. mazzottii S TATCATCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATACAGATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGAACTA

T.mazzottiiG T ATCATCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATACAGATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGAACTA
T. mazzottii S

CCTAAATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCAATGTGGGATT
T. mazzottii G

CCTAGATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCAATGTGGGACT

T. mozzottii S GT IITGCACGTTGGAAATGTATCATGTATTCCATTTTTCTTGGCTACAGTAGTTATAGGAAATTTAGTTGTCCTAAACTTGTTTCTGGC

T.mazzottiG b c Al GCACGTTGGAGATGTATCATGTATTCCATTTTTCTTGGCTACAGTAGTTATAGGAAATTTAGTTGTCCTAAACTTGTTTCGGGC

T. mazzottii S CTTGTTGCTCAAAAATTTTGGTTCCTCAAGTCTATCAGCACCAACGGCTGATTCANAAACTAATAAAATCACCGAAGCTTTTGATCGT
T. mazzottii G CTTGTTGCTCAGCATATTTGGTTCCTCAAGTCTATCAGCACCAACGGCTGATTCANAAACTAATAAAATCACCGAAGCTTTTGATCGT

T. mazzottiiS  ATTGGCAGTTTTACTTCCCGAATAAAACGTAATGTGACGACGGGTGCAAAAGCAATAAGGGCCAAGCTGACCAATCAGATCTCTGATC
T.mazzottiiG ~ ATTGGCAGTTTTACTTCCCGAATAAAACGTAATGTGACGACGGGTGCAAAAGCAATAAGGGCCAAGCTGACCAATCAGATCTCTGATC

T. mazzottii S AGACACAAGGTGAGGCGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCA
T. mazzottii G AGACACAAGGTGAGGCGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCAN

Figura 5.7. Alineamiento de las secuencias de 7. mazzottii de referencia (S) en comparacion con las secuencias de 7. mazzottii

Guerrero (G). La posicién de la mutacion A943V se encuentra enmarcada, las lineas superiores indican la posicion de los primers.
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T.longipennis S AAATCCTGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGTCGAACTGTAGGAGCTCTTGGCA - TTTGACATTTGTCTTATGTATTATCA TKﬂO(RS)
T. lomgipermis Gto AAATCCTGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGTCGAACTGTAGGAGCTCTTGGCA TTTGACATTTGTCTTATGTATTATCA

Tlongipennis ]  AAATCCTGGCCAACATTGAATTTATTGATATCAATTATGGGTCGAACTGTAGGAGCTCTTGGCAATTTGACATTITGTCTTATGTATTATCA '
T longipennis |
e (SR)

T. longipennis Gto TCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATACA GATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGAACTACCTAG

Thngipennis] TCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATACA —  GATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGAACTACCTAG TGGA A

T longipennis § TCTTTATATTTGCTGTAATGGGCATGCAATTGTTTGGCAAGAATTATACA GATAATGTGGAAAATTTTCCTGGTGGAGAACTACCTAG

Tlhngpennis 8 ATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCAATGTGGGATTGTTTGCAC
T. longipennis Gto ATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCAATGTGGGATTGTTTGCAC
T longipennis J ATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTTATGATTGTTTTCCGTGTATTATGTGGAGAATGGATAGAATCAATGTGGGATTGTTTGCAC

' Lis Arg

B

T longipennis S GTTGGAAATGTAT CATGTATTCCATTTTTCTTGGCTACAGTAGT TATAGGAAATTTAGTTGTCCTAAACTTGTTTCTGGCCTTGTTGCTCA
T. longipermis Gto GT TGGAGATGTATCATGTATTCCATTTTTCTTGGCTACAGTAGTTATAGGAAATTTAGTTGTCCTAAACTTGTTTCTGGCCTTGTTGCTCA
T longipennis J GTTGGAGATGTATCATGTATTCCATTTTTCTTGGCTACAGTAGTTATAGGAAATTTAGTTGTCCTAAACTTGTTTCTGGCCTTGTTIGCTCA

Tlongipennis 8  GCAAAATTTTGGTTCGTCAAGTCCATCAGCACCAACAGCAGATTCAGAAACTAATAAAATCACCGAAGTTTTTGATCGTATTGGCAGATTT
T. longipennis Gto GC- - AATTTTGGTTCGTCAAGTCCAT CAGCACCAACAGCAGATTCAGAAACTAATAAAATCACCGAAGTTTTTGATCGTATTGGCAGATTT
Tlongipermis ] GCCAAATTTTGGT TCGTCAAGTCCATCAGCACCAACAGCAGATTCAGAAACTAATAAAATCACCGAAGTTTTTGATCGTATTGGCAGATTT
Tlongipennis S ACATCCCGGATAAAACGTAATGTGACGACGGGTGCAAAAGCAATAAGGGCCAAGCTGACCAATCAGATCTCTGATCAGACACAAGGTGAGG
T. longipennis Gto A CATCCCGGATAAAACGTAATGTGACGACGGGTGCAAAAGCAATAAGGGCCAAGCTGACCAATCAGATCTCTGATCAGACACAAGGTGAGG
Tlngpennis]  ACATCCCGGATAAAACGTAATGTGACGACGGGT GCAAAAGCAATAAGGGCCAAGCTGACCAATCAGATCTCTGAT CAGACACAAGGTGAGG
Tlongipennis § CGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCAT
T. longipennis Gto CGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCAT
Tlngipennis ]  CGCCCGCGTCCAGCTGGAAACAAGGTTCAT

Figura 5.8. Alineamiento de las secuencias de T. longipennis de referencia (S) en comparacidn con las secuencias de T. longipennis
Jalisco (J) y T. longipennis Guanajuato (Gto). La posicion de la mutaciéon K964R se encuentra enmarcada, las lineas superiores indican

la posicion de los primers. Cromatograma muestra los genotipos kdr K964 (SR), K964 (RS) y K964 (RR).
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54. DISCUSION

5.4.1. Diversidad de la mutacion kdr, L1014F

La mutacion kdr, L1014 es una de las mas relacionadas con la resistencia a
insecticidas piretroides en insectos de importancia médica y econdémica (Rinkevich et al.
2013; Dong et al. 2014). Esta mutacién puede encontrarse presente con una variacion
amplia de aminoécidos, por ejemplo, la sustitucion Lys > Phe (L1014F) es la sustitucién
mds cominmente encontrada (Tan ef al. 2012) y en una mayor cantidad de vectores
(Dong et al. 2014); seguida de la sustitucion de Lys > Ser (L1014S), ademds de
L1014H/C/W en menor proporcién. Tan et al. (2012) reportan la presencia de tres
variaciones en esta mutacién en una misma poblacidn de Anopheles sinensis con
proporciones de 18% y 9% para L1014S/F y un 2% para L1014W. En triatominos
Unicamente se contaba con el registro de la mutacion L1014F para T. infestans en
Argentina y Bolivia (Fabro et al. 2012; Roca-Acevedo et al. 2015). El presente estudio
es el primero en reportar la mutaciéon L1014F en T. dimidiata y T. pallidipennis y
L1014S en T. picturata con alta susceptibilidad a deltametrina y permetrina, a excepcion
de T. dimidiata de Yucatan cuyos individuos presentaron una baja susceptibilidad a la
deltametrina, Hu ef al. (2012) reportan para Xenopus la resistencia a piretroides del tipo
I (permetrina) pero no a los del tipo II. (deltametrina) en presencia de la mutacion kdr
(F1515C). Por lo tanto, la presencia de estas mutaciones L1014 en los triatominos de
campo evaluados en este trabajo sugieren la importancia de estas mutaciones kdr como

un importante factor en la resistencia a piretroides.

5.4.2. Nuevas mutaciones kdr en triatominos

Este es el primer estudio en México sobre triatominos vectores de la enfermedad
de Chagas, asi como el primero en reportar nuevas mutaciones en el gen para del canal
de sodio dependiente de voltaje en triatominos; Fabro et al. (2012) y Capriotti et al.
(2014) reportan por primera vez mutaciones kdr (L9251 y L1014I) y su relacion con la

resistencia a piretroides en 7. infestans en poblaciones de Argentina; reportando dos
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nuevas mutaciones. La sustituciéon de Arginina > Valina en la posicion 943 del gen para
del canal de sodio de 7. mazzottii, mutaciones en esta posicion han sido reportadas
anteriormente principalmente en Pediculus humanus capitis (Kristensen 2005;
Kristensen et al. 2006; Ponce-Garcia et al. 2017) como responsable de la resistencia a
permetrina y en Culex pipiens quinquefasciatus por Zhao et al. (2014). Cabe destacar
que la variacion en la secuencia de nucleétidos no afecta la funcién de la mutacion, las
variaciones que se han encontrado para esta mutacion son G943A, G943T y M943T
(Ponce-Garcia et al. 2017; Kristensen et al. 2006; Zhao et al. 2014, respectivamente). En
base a lo anterior podemos afirmar esta mutacidon tiene una contribucién directa en la
resistencia a deltametrina y permetrina en 7. mazzottii.

Otra de las mutaciones encontradas en el estudio estd dada por la sustitucion de
Lisina > Arginina en la posicion 964 en T. longipennis, esta mutacién se ha reportado
Unicamente en una poblaciones de Anopheles koliensis resistente a permetrina y que
muy posiblemente se pueda fijar en otras especies bajo seleccion con insecticidas
(Henry-Halldin et al. 2012). En base a lo anterior podemos suponer que esta mutacion
aun se encuentra fija en la poblacién de Guanajuato cuyo genotipo es heterocigoto
resistente (RS), mientras que en la poblacion de Jalisco la mutacién se encuentra fija,
presentando los individuos un genotipo homocigoto resistente (RR), no asi en la cepa
susceptible siendo esta heterocigoto susceptible (SR) debido a que se trata de una
poblacién criada por 5 generaciones en laboratorio sin exposicién a insecticidas ni
introduccién de individuos externos. El conjunto de estas mutaciones y su distribucién
se ejemplifica en figura 5.9.

Este estudio abre el panorama sobre la necesidad del manejo integrado de la
resistencia en triatominos en México; considerando que los insecticidas piretroides son

el principal grupo de insecticidas usado para su control en nuesro pais.
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Figura 5.9. Distribucién en el canal de sodio de las mutaciones asociadas a la resistencia
a piretroides en especies de triatominos. 7. infestans 01.9251 (Capriotti et al. 2014), T.

mazzottii A A943V, T. longipennis mK964R, T. infestans (Fabro et al. 2012) y T.
dimidiata #1L1014 F y T. picturata 1.1014S.
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CAPITULO 6

SUSCEPTIBILIDAD A INSECTICIDAS PIRETROIDES Y ACTIVIDAD
ENZIMATICA EN HIBRIDOS DE TRES ESPECIES DE TRIATOMINOS.

RESUMEN

El género Meccus, caracterizado por el complejo Phyllosoma, ha sido registrado
solo en México, compartiendo ecosistemas (“land cover types”) en una marcada co-
ocurrencia dentro de un mismo nicho ecoldgico. Dentro de este género se encuentran
algunos de los principales vectores de la enfermedad de Chagas en México como
Meccus longipennis, M. mazzottii, M. pallidipennis y M. picturata. Es importante
destacar la capacidad de apareamiento entre estas especies obteniendo hasta un 100% de
éxito de cruza en la generacion F;. Asi como el incremento de los indices entomoldgicos
en los hibridos resultantes de la cruza entre M. mazzottii, M. pallidipennis y M.
pallidipennis.

El control quimico (NOM-SSA-023-2014) en México ha presentado constantes
fallos debido a la presencia de resistencia a insecticidas en estos vectores, han sido
reportadas poblaciones de vectores del complejo Phyllosoma como M. pallidipennis, M.
mazzottii, M. picturata y M longipennis con una baja susceptibilidad a insecticidas
piretroides (deltametrina) incrementando con esto la importancia vectorial de los
mismos. En este trabajo se evalud la resistencia a insecticidas piretroides en hibridos de
M. pallidipennis, M. mazzottii y M. picturata bajo condiciones de laboratorio. Dado que
el impacto de hibridaciones naturales es desconocido, y por lo tanto es indispensable la
evaluacion de la resistencia en estos.

Se propicid la cruza obteniendo los hibridos clasificados como PaxMa (M.
pallidipennis X M. mazzottii) y PaxPi (M. pallidipennis X M. picturata) para la
evaluacion de la generacion F; en laboratorio, para determinar la susceptibilidad a

deltametrina asi como la determinacion de actividad enzimadtica para los sistemas de
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desintoxicacion a piretroides (a- y - esterasas, Oxigenasas de funcién multiple (OFM)
CitP4s0 y Glutation s-transferasas (GST).

Los resultados de las DLso de los hibridos fueron DLso de 68.29 ng/i y de 62.72
ng/i PaxPi y PaxMa respectivamente encontrando resistencia tinicamente en los hibridos
de PaxMa cuando fueron comparados contra la cepa susceptible de 7. mazzottii (RRso de
17.6X). Se observé que, solo los hibridos de PaxPi presentan una actividad alterada para
OFM, por lo que se puede suponer que este este sistema se encuentra activo en la

resistencia a la deltametrina en estos hibridos.
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6.1. INTRODUCCION

La trasmision vectorial sigue siendo la principal forma de propagacion de la
enfermedad de Chagas, causada por el hemoflagelado Trypanosoma cruzi, llevada a
cabo por insectos triatominos (Hemiptera: Reduviidae), estos se dividen de acuerdo a su
actividad en intradomiciliarios, peridomiciliarios y silvestes; en México de los vectores
peridomiciliarios se destaca Meccus longipennis, M. mazzottii, M. pallidipennis, M.
phyllosomus, M. picturata, Triatoma gerstaeckeri, T. mexicana, T. rubida,
Dipetalogaster mdxima, Pastrongylus rufotuberculatus y Rhodnius prolixus (Salazar-
Schettino et al., 2010). El género Meccus, caracterizado por el complejo Phyllosoma,
han sido registrado solo en México, cuyos ecosistemas (land cover types) son idénticos
para sus especies lo que aumenta su coocurrencia dentro de un mismo nicho ecolégico
(Ibarra-Cerdeiia et al., 2009). Esto ha llevado a considerar la posibilidad de la existencia
de hibridos entre estas especies; Martinez-Ibarra et al. (2008, 2011) han realizado dicha
comprobacion bajo condiciones de laboratorio para especies del complejo Phyllosoma:
M. mazzottii, M. picturata, M. longipennis, M. pallidipennis y M. bassolsae, obteniendo
hasta un 100% de éxito de cruza en la generacion Fi. Asi mismo se ha registrado que los
hibridos resultantes de la cruza entre M. mazzottii, M. pallidipennis y M. pallidipennis
tienen un incremento de los indices entomolégicos, comparados con individuos de su
especie “pura” (Martinez-Ibarra et al. 2008, 2015).

El control de la enfermedad de Chagas estd basado en el manejo integrado,
teniendo como medidas de control, la difusién de informacién sobre la enfermedad y sus
vectores, el mejoramiento fisico de vivienda y peridomicilio y por udltimo el control
quimico (NOM-SSA-023-2014). Constantes fallos en este sistema se han reportado
debido a la presencia de resistencia a insecticidas en estos vectores, en México se han
registrado poblaciones de vectores del complejo phyllosoma como M. pallidipennis, M.
mazzottii, M. picturata y M longipennis con una baja susceptibilidad a insecticidas
piretroides (deltametrina) incrementando con esto la importancia vectorial de los
mismos.

En este trabajo se evalud la resistencia a insecticidas piretroides en hibridos de

M. pallidipennis, M. mazzottii y M. picturata bajo condiciones de laboratorio. Dado que
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el impacto de hibridaciones naturales es desconocido, y por lo tanto es indispensable la

evaluacidn de la resistencia en estos hibridos.
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6.2 METODOS

6.2.1. Obtencion de hibridos de triatominos

Los hibridos evaluados fueron obtenidos de cruzas entre las especies de M.
pallidipennis de las localidades de Panchimalco, municipio de Jojutla de Judrez, en el
estado de Morelos, en la region central de México (18°36° N, 99°10° O), con presencia
peridomestica del vector; los individuos de M. mazzottii en Santa Catarina, situada en el
municipio de Chilapa de Alvarez, estado de Guerrero, en la costa oeste de México (10°
32’ N, 17° 32’ O), y M. picturata de Los Guerreros, en el municipio de San Martin de
Hidalgo, estado de Jalisco, también en la costa oeste de México (20°26° N, 103° 55° O).
Los individuos parentales, ninfas y adultos de campo fueron mantenidos bajo
condiciones de laboratorio 28 + 2°C, HR de 70%, fotoperiodo de 12 h: 12 h, y
alimentaos con sangre de conejo casa 7 a 15 dias.

Se propici6 la cruza de hembras de 5 dias en estadio adulto y con una
alimentacion en este estadio previa al primer contacto con el macho, las parejas fueron
formadas de la siguiente forma: M. pallidipennis® X M. mazzottiiQ, M. pallidipennis?Q
X M. mazzottiid, M. pallidipennis® X M. picturataQ y M. pallidipennisQ X M.
picturatad. Los hibridos fueron obtenidos de este cruzamiento fueron clasificados como
PaxMa (M. pallidipennis X M. mazzottii) y PaxPi (M. pallidipennis X M. picturata) para
la obtencidn de la generacion F1 en laboratorio; el factor del sexo de los progenitores fue
descartado dado que la transmision del caracter de resistencia no esta asociado al sexo

(Cardozo et al., 2010).
6.2.2. Mantenimiento de la infeccion por 7. cruzi

Para establecer la importancia vectorial de los hibridos, se realiz6 la infeccion de
10 ejemplares por cruza, alimentandose de sangre de rata (Rattus norvegicus) infectada

con T. cruzi. La infeccion fue confirmada mediante la observacion de hemoflagelados

observados por microscopia en las heces de los triatominos infectados.
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6.2.3. Bioensayos para la determinacion de resistencia

Siguiendo el protocolo de la OMS (2005), ninfas de primer estadio sin alimentar
de 5 a 7 dias de edad, con un peso promedio de 1.62 + 0.30 mg para T. mazzottii, 1.8 £
0.20 mg para T. picturata y 1.76 + 0.56 mg para T. pallidipennis; el peso promedio para
los hibridos fue de 1.62+ 0.35 mg para PaxMa y 1.76 + 0.31 mg para PaxPi.

La deltametrina (99.5% pureza) (ChemService, West Chester, PA. 250 mg), fue
seleccionada debido a su uso en México para el control de Aedes aegypti L, es utilizada
en aspersion residual en interiores (CENAPRECE, 2017), asi como por reportes previos
que registran la baja susceptibilidad para ambos insecticidas.

Se realiz6 la técnica de aplicacion tépica con un volumen de 0.2 pl de solucion
acetonica del principio activo insecticida, en la parte ventral del abdomen de cada
insecto, con un microaplicador (Microliter Syringe Hamilton 0.5 pul Hamilton Co®). En
un primer ensayo se evaluaron 3 diferentes dosis con un factor 1/10 entre cada dosis y en
los ensayos finales se incluyeron 2 dosis intermedias para obtener rangos de mortalidad
entre 10% y 90%.

Se utilizaron 10 ninfas por dosis con un minimo de dos repeticiones. Los insectos
se colocaron en recipientes de boca ancha con papel plegado en su interior y cubierto
con tela de gasa. Se registré la mortalidad a las 24 horas y los datos fueron utilizados
para el cdlculo de DLso y DLoo y sus respectivos intervalos de confianza. Todos los
pardmetros se expresan en ng/i. Las condiciones ambientales post-tratamiento fueron:
25-30°C y 50-70% HR.

Se consideraron muertas aquellas ninfas con la inhabilidad de caminar del centro
de una caja petri (100x15mm) con un papel filtro en el interior (157 mm didmetro) hacia
su borde. Solo aquellas ninfas que fueron capaces de caminar hasta el borde con o sin
estimulacion mecdanica fueron consideradas como vivas. Los grupos control consistieron
en 10 insectos con el mismo volumen de acetona utilizado en los tratamientos. En caso
de mortalidad en los grupos control se utiliz6 la correccion de Abbott (1925).

Los resultados obtenidos en los bioensayos fueron sujetos a un andlisis probit
usando el programa POLO Plus (LeOra Software 2002-2017) para determinar la DLso y

DLoo. La diferencia significativa entre estos pardmetros fue determinada por el
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sobrelapamiento de los intervalos de confianza (IC 95%). Se calculé la razén de
resistencia (RRsp) dividiendo los valores de las DLso de los hibridos entre los obtenidos
en la especie base. Se utiliz6 el criterio de Pessoa et al. (2014) donde un valor de RR>1

es considerado como indicativo de una susceptibilidad alterada.

6.2.4 Determinacion de enzimas relacionadas con la resistencia a piretroides.

Se realizaron ensayos bioquimicos utilizando la técnica de Valle et al. (2006),
con modificaciones para su estandarizacién para triatominos, para determinar la
actividad de las enzimas (actividad enzimatica [AE]) involucradas en la desintoxicacion
a piretroides (a- y P- esterasas, Oxigenasas de funcion muiltiple (OFM) CitPsso y
Glutation s-transferasas (GST)).

La actividad de a y P esterasas se determiné utilizando o- y B-naftil esterasa
como substratos, e iniciando la hidrolisis enzimatica con la adicion de o-dianisidina,
formando el complejo diazol (Miller y Karn 1980). La actividad fue determinada por la
medicién de la absorbancia a 570 nm. La actividad de OFM fue determinada por la
medicién del grupo hemo en el insecto. Esta prueba no mide la actividad enzimaética.
Solo cuantificara el grupo hemo de insectos no alimentados, y se asocia principalmente
con el citocromo Psso. La absorbancia se leyé a 650 nm. Para GSTs, 1-chloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) fue usado como sustrato, el cual es adecuado para una amplia
gama de isoenzimas de GST (Brogdon y Barber 1990). La lectura de la absorbancia se
realiz6 a 340 nm en el tiempo 0, a los 10 y 20 minutos. La determinaciéon de proteinas
totales fue realizada siguiendo la metodologia de Bradford (1976), esta es utilizada para
determinar los valores de actividad para todas las curvas de todas las enzimas evaluadas.
A 10 pl del homogenizado se le agregé el reactivo Protein Assay Dye Reagent (Bio-
Rad) [1:5], la lectura de la absorbancia se realizé a 620 nm de 3 a 5 minutos.

Los datos de absorbancia obtenidos para cada enzima fueron utilizados para crear
una base de datos y calcular los valores medios de absorbancia por insecto y
transformados en actividad enzimdtica. Los valores de actividad enzimatica resultantes
se analizaron para verificar su distribucion normal (Kolmogorov y Smirnov, 1971) y

posteriormente analizarlos por ANOVA (p<0.05) y comparacion multiple de medias
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(Tukey test, p<0.05) y por la prueba t de Student (GraphPad Prism programme v. 7)
(SPSS 16.0. Chicago, SPSS Inc.) para determinar la diferencia significativa de la
actividad enzimdtica entre las poblaciones estudiadas, asi como, con su respectiva cepa
de referencia.

Se calcul6 el percentil 99 para cada enzima con base a la cepa de referencia para
cada especie con la finalidad de calcular el nimero de individuos con actividad
enzimdtica mayor a este valor en cada una de las poblaciones silvestres. La actividad
enzimadtica fue clasificada como: no alterada, incipientemente alterada o alterada, si los
valores calculados anteriormente fueron menores al 15%, entre el 15% y 50% o mayores

al 50%, respectivamente (Montella et al. 2007).
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Bioensayos

Los resultados de las DLso y DLgo para deltametrina de las especies estudiadas se
presentan en la tabla 6.1. La DLso para deltametrina en M. mazzottii fue de 94.55 ng/i
para T. picturata el valor de la DLso fue de 137.34 ng/i y para T. pallidipennis con una
DLso de 298.64 ng/i. Por otro lado, los hibridos mostraron DLso de 68.29 ng/i y de 62.72
ng/i PaxPi y PaxMa respectivamente.

La diferencia entre las DLsyp para ambas cruzas fue minima, se encontrd
resistencia inicamente en los hibridos de PaxMa cuando fueron comparados contra la

cepa susceptible de 7. mazzottii (RRso de 17.6X).

6.3.2 Actividad enzimatica

No se encontré ninguna diferencia entre las cantidades de proteinas totales tanto
para los hibridos como para sus especies base (Figura 6.1. a). Tampoco se encontrd una
correlacion significativa entre las DLso de los hibridos con algin sistema enzimatico.

Unicamente se observé un incremento significativo (p<0.01) en la actividad
enzimdtica para el sistema de desintoxicacion por a-esterasas de ambos hibridos y 7.
mazzottii (Figura 6.1. b). Para GST se observé el mayor incremento en la actividad
enzimdtica con una diferencia significativa (p<0.05) de los hibridos con respecto a T.
mazzottii 'y una diferencia aun mayor (p<0.01) contra 7. pallidipennis y T. picturata
(Figura 6.1. e).

Por otro lado, de acuerdo al criterio de Montella et al. (2007) ambos hibridos
presentan una actividad alterada para a-esterasas, FMO y GST, a excepcion de PaxMi
que presentan una actividad incipientemente alterada para GST y de PaxPi en OFM
(Tabla 6.2). Cabe destacar que de las especies base utilizadas presentaron solo 7.
mazzottii y T. picturata mostraron una actividad alterada e incipientemente alterada para
GST y T. pallidipennis y T. mazzottii una actividad alterada para a-esterasas, y todas

ellas con actividad enzimética alterada en p-esterasas.
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Tabla 6.1. Estadisticos de los bioensayos y razén de resistencia (RR) para deltametrina en las especies base y sus hibridos.

Especie/cruza ([IZ:;/S;O) (IC95%) d+DE ([;];10) (IC95%) RR5o RRso
T. pallidipennis R | 295.77  (268.7-321.5) 4572048 56329 (501.35-662.52) 2.74 | I- pallidipennis 1. mazzottii
T mazzomiiR | 9595  (85.4-108.7)  8.03+235 12637 (113.17-169.49) 2691 | S R S R
T. picturataR | 13735 (118.78-151.20) 6.01+125 22436 (195.96-298.22)  1.88
Pa x Ma 6271 (40.49-97.13) 3.70+041 2602 (108.11-626.22) 058 021 17.6 065
Pa x Pi 68.29 (44.78-104.14) 1.53+£0.33 286.8 (141.17 - 582.59) 0.63 0.23  0.93 0.50

RR: Razén de resistencia

DLso: Dosis letal media

ng/i: nanogramos/insecto

R: Cepa de referencia

PaxMa: Hibridos de T. pallidipennis x T. mazzottii
PaxPi: Hibridos de T. pallidipennis x T. picturata
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Figura 6.1. Perfiles de actividad enzimdtica de a) proteinas totales, b) a-esterasas, c) -

esterasas, d) GST y e) MFO en hibridos de PaxPi y PaxMi y sus especies base.
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Tabla 6.2. Cuantificacion de la actividad enzimadtica en hibridos y sus especies base.

Especie a-esterasas [B-esterasas . OFM GST .
(nmol/mg pnt/min) (nmol/mg pnt/min) (ug cit/mg pnt) (nmol/mg pnt/min)
Media® p99° Media P99 Media p99  Media P99
T.picturata | 42.93 69.70 76.50  101.198 3934 541.8 0.4804 0.7142
Pa x Pi %>p99° J0>p99 J0>p99 %>p99
73.34 76%%* 3.77 0 501.4  19*  0.786 100%**
Media P99 Media P99 Media p99  Media P99
T.mazzottii | 44.61 67.87 51.46 78.225 357.6 443.6 0.562 0.919
Pa x Pi %>p99 %0>p99 J0>p99 %>p99
73.34 T2%% 3.77 0 599.9 90**  0.786 81%*
Media P99 Media P99 Media p99  Media P99
T.picturata | 42.93 69.70 76.50  101.198 3934 541.8 0.480 0.7142
Pa x Ma %>p99 %0>p99 J0>p99 %>p99
72.02 70%% 5.38 0 1002.4 59**%  0.694 100%*
Media P99 Media P99 Media p99  Media P99
T.mazzottii | 44.61 67.87 51.46 78.225 357.6 443.6 0.056 0.919
%>p99 %0>p99 J0>p99 %>p99
Pa x Ma
72.02 80** 5.38 0 1002.4  76**  0.694 33%

Pa x Pi: Hibridos de T. pallidipennis x T. picturata

Pa x Ma: Hibridos de T. pallidipennis x T. mazzottii

a Valor medio de cada actividad enzimaética

b Percentil 99° de la cepa de referencia

¢ Porcentaje de especimenes de triatominos con actividad por arriba del percentil 99° de la cepa de referencia

* Actividad enzimdtica incipientemente alterada

** Actividad enzimatica alterada
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6.4. DISCUSION

Este estudio ademds de confirmar la capacidad entre 7. pallidipennis y T.
picturata y T. pallidipennis y T. mazzottii de formar hibridos al estar evolutivamente
cercanas incluidas en el complejo Phyllosoma, asi como la capacidad de estos para
mantener la infeccion por T. cruzo, se observo el aumento en la susceptibilidad a
deltametrina en hibridos descendientes de progenitores resistentes. Cardozo et al. (2010)
reportan una alta heredabilidad de la resistencia a piretroides en cruzas de cepas
resistentes y susceptibles, pero incompletamente dominante. Germano et al. (2009)
reportan poca diferencia entre valores de DLsp y las RR en cruzas de cepas susceptibles
y resistentes, ademds de determinar que no hay vinculacion al sexo en este rasgo.

Siendo este el primer registro del estado de susceptibilidad en hibridos de
triatominos, se encontré un incremento en la susceptibilidad de ambos hibridos, esto
posiblemente por tratarse de individuos de diferentes especies. Unicamente se encontrd
una alteracién/aumento en la susceptibilidad en los hibridos de Pa x Ma (RR 17.6), con
respecto a la DLso de 7. mazzottii, en estos hibridos solo GST presento un incremento
significativo (p<0.5) en su actividad con respecto a las especies base suponiendo que
este mecanismo contribuye activamente a esta alteracion en la susceptibilidad; por otro
lado, se encontré una actividad alterada en las a-esterasas (%p99 >70) en ambos
hibridos, al igual que para OFM con una actividad enzimdtica alterada y con hasta un
%p99> 100 para GST. En base a esto podriamos suponer un decremento en la
efectividad de los sistemas enzimdticos involucrados en la detoxificacién en estos
hibridos. Por lo tanto la resistencia puede atribuirse a factores autosomales semi- o
incompletamente dominantes. Sin embargo, es necesario el andlisis genotipico de los
hibridos para determinar si alguna mutacion kdr se encuentra presente.

Posiblemente la presencia de estos hibridos en forma natural pueda suponer una
ventaja en el control de los vectores, sin descartar su importancia vectorial al ser capaz
de mantener la infeccidon por 7. cruzi. Por lo que es importante se tomen en cuenta al

desarrollar las estrategias de monitoreo y control de vectores.
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CONCLUSIONES

Se logré la estandarizacion de las condiciones en laboratorio para la cria consecutiva
de las especies de Triatoma dimidiata, Triatoma pallidipennis, Triatoma mazzottii,

Triatoma longipennis y Triatoma picturata

Se estandarizaron los protocolos para la determinacién de susceptibilidad por
aplicacion tépica, ademds de la adaptacion de la técnica para la cuantificacion de
actividad enzimdtica y las bases para el andlisis molecular para las especies de 7.

dimidiata, T. pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis y T. picturata.

Las poblaciones de campo de T. pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis y T.
picturata mostraron resistencia a la deltametrina; a excepcion de 7. dimidiata que fue

mads susceptible que su cepa de referencia.

Todas las poblaciones de T. dimidiata, T. pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis y

T. picturata resultaron resistentes a permetrina.

La deltametrina mostro mayor potencial insecticida con respecto a la permetrina para
todas las poblaciones de T. pallidipennis, T. mazzottii, T. longipennis y T. picturata

analizadas.

Las enzimas a-esterasas mostraron una correlacion significativa (p<0.5) con la

desintoxicacion a la deltametrina.
Se reporta la presencia de las mutaciones L1014F/S en T. dimidiata, T. pallidipennis y

T. picturata. Y dos nuevas mutacidon para triatominos, K964R en T. longipennis de

Jalisco y Guanajuato y A943V en T. mazzottii a deltametrina.
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