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ABSTRACT

Since 1978 Aedes aegypti (L) is the main vector of dengue fever in Mexico. Due to the
lack of a vaccine, the preventing program is focus on this mosquitoe. Mexico’s Health
Deparment (SSA) NOM-032-SSA2-2002, has used temephos 1% for more than 30 years
and permethrin for more than eigth years, even though the disease stills considered a
threat. Potencial insecticide-resisteance mechanisms were studied with the use of
biochemical assays in the head and thorax of Ae. Aegypti, collected from two
populations from Sinaloa (Culiacan and Mazatlan) and Nayarit (Compostela and Tepic).
The activities of a and P esterases, mixed-function oxidases (MFO), glutathion-S-
transferase (GST), acethylcholinesterase (AchE), and insensitive acethylcholinesterase
(1IAChE) were assayed in microplates. The New Orleans (NO) susceptible strain of Ae.
Aegypti was used to establish a discriminating dose for permethrin and the threshold
criteria for enzyme were the highest NO absorbance values. The susceptibility of larvae
to common insecticides such as Organophosphates (temephos and malathion) and
pyretroids ( cypermethrin, byphenthrin and permethrin), was studied in ten populations
of the State of Veracruz. Significative difference (P< 0.05) in the activity of o and
esterases between dead and alive adult females of Ae. aegypti suggest potencial
insecticide-resistance mechanisms against permethrin, in the populations of Culiacan,
Compostela, Mazatlan, and Tepic. Although MFO levels were elevated in the four
populations, they did not reveal a clear pattern in relation to resistance. Mechanism
involving iAChE and GST were not apparent. The maximum variation in the response
of larvae populations based on LCsy and LCys were observed on pyretroids such
cypermethirn, biphenthrin and permethrin. Even though a clear pattern of resistance to
Organophosphates like temephos and malathion was not reveal, the results indicate a

trend to develop larvae resistance to these ones.

XV



RESUMEN

Aedes aegypti (L), es el principal vector de Dengue en México desde su reintroduccion
en 1978. Debido a la ausencia de vacunas antivirales, la prevencion de la enfermedad se
basa en el control del vector. A pesar de que en México la Secretaria de Salud, seglin la
Norma Oficial NOM-032-SSA2-2002 ha utilizado, temefos 1% por mas de 30 afios y
piretroides (permetrina) por mas de ocho afios, el problema persiste pues contintan
presentandose casos de dengue en nuestro pais. Se compard la susceptibilidad Ae.
aegypti en base a CL5y y CLos en diez poblaciones del Estado de Veracruz. En cuatro
poblaciones de adultos (Culiacan, Mazatlan, Compostela y Tepic), se evaluaron 6
diferentes enzimas de resistencia: acetilcolinesterasa (AChE), acetilcoliesterasa insesible
(1IAChE), B y a esterasas, oxidasas de funcion multiple (MFO) y glutation S-transferasas
(GST). Se obtuvo la Dosis Diagnostico (DD) y se determinaron los mecanismos
enzimaticos de resistencia a permetrina. La cepa susceptible New Orleans se utilizo,
para establecer un umbral de tolerancia. Las poblaciones larvarias se analizaron para los
insecticidas; temefos, malation, bifentrina, cipermetrina y permetrina. La DD utilizada
fue 172 yg/ml. Se encontr6 que en las poblaciones de Culiacan, Mazatlan, Compostela y
Tepic el mecanismo enzimatico asociado a resistencia a permetrina fue o esterasas ya
que se encontr6 diferencia significativa (P<= 0.05) entre las poblaciones de mosquitos
vivos y muertos. La méxima variacion en la respuesta de las poblaciones larvarias en
base a CLsy y CLos se obtuvo para los insecticidas piretroides y dentro de estos para
cipermetrina, seguido de bifentrina y permetrina. Aunque no podemos hablar de
resistencia larvaria a los insecticidas organofosforados (temefos y malation), los

resultados obtenidos sugieren una tendencia hacia la resistencia.
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1. INTRODUCCION

Durante los ultimos 30 afios, se han controlado gran cantidad de infecciones
transmitidas por vectores, sin embargo, dentro de las enfermedades re-emergentes se
encuentran algunas infecciones transmitidas por mosquitos, tal es el caso del dengue,
siendo la especie responsable Aedes aegypti Linnacus (1762). En nuestro pais es el unico
vector reconocido de dicha enfermedad.

Varios factores han sido implicados como responsables del incremento en la
transmision del virus del dengue en las Américas. El fracaso en el control de las
poblaciones de vectores, los cambios que ocurren en los ecosistemas por nuevos
asentamientos humanos, la modificacion en los ciclos biologicos de los patdgenos, la
introduccion y diseminacion de nuevas cepas del virus dentro de la regién, ademads de la
creacion de condiciones ecologicas adecuadas que contribuyen a la coexistencia de
multiples serotipos del virus.

Los primeros casos de dengue que se reportaron en la republica mexicana datan
de 1984, en San Luis Potosi. Fue en el ano de 1990 cuando se registraron casos de
dengue en Nayarit y fue hasta 1995 que se reportaron casos de la enfermedad en Sinaloa.
El dengue es considerado como la principal arbovirosis en el Estado de Veracruz, debido
a la incidencia y prevalencia que afo tras afio se reportan de dicha infeccion. Dichos

estados son considerados zonas de riesgo por la secretaria de salud (SSA).
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Por lo anteriormente expuesto, el control de vectores es un elemento principal en
todas las campaiias del pais, sin este componente, la reduccion en el nimero de casos de
dengue es imposible a corto plazo.

Uno de los principales problemas para la erradicacion del mosquito vector del
dengue basado en el uso de insecticidas, es la resistencia que las poblaciones pudieran
desarrollar a los productos aplicados para su control. En México, la Secretaria de Salud,
segun la NOM-032-SSA2-2002 ha utilizado temefos 1% como larvicida por mas de 30
afios y en los ultimos ocho afios permetrina para la fase adulta. Por otra parte, es
importante considerar que el uso prolongado, intensivo, e irracional de insecticidas
aumenta la posibilidad del desarrollo de poblaciones resistentes. Algunas de las razones
por las cudles las intervenciones basadas en el control quimico han fallado pueden ser,
una combinacién de la baja cobertura de manejo debido a los costos, una inadecuada
eleccion del insecticida o del método de aplicacion, o la susceptibilidad en las
poblaciones del vector.

Conocer la situacion sobre la susceptibilidad larvaria a varios insecticidas, en el
estado de Veracruz. Asi como, el mecanismo bioquimico de detoxificacion presente en
los adultos de Aedes aegypti (L) en los estados de Nayarit y Sinaloa, Méx. Nos

permitira, incidir de una manera mas eficaz en la erradicacion de la enfermedad.

18




2. HIPOTESIS

Al ser la permetrina, el insecticida para mosquitos adultos de mayor uso en
México para el control de Ae. aegypti, se espera que los mecanismos tales como;
oxidasas de funcion multiple (MFO), a , B-esterasas y glutation s-transferasa (GST)
estén presentes en las poblaciones de este vector, en las localidades de Compostela y
Tepic en el Estado de Nayarit, y Mazatlan y Culiacan en Sinaloa, México.

La susceptibilidad larvaria de este vector en Veracruz, esta en funcion de la historia en

el uso de plaguicidas utilizados para su control
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la susceptibilidad del mosquito vector adulto de dengue Aedes aegypti
(L) al insecticida permetrina, en los estados de Nayarit y Sinaloa, Méx. en base a los
mecanismos metabdlicos asociados a la detoxificacion de dicho compuesto. Y en etapa

larvaria a insecticidas de uso comun en 10 localidades de Veracruz.

3.2 Objetivos Particulares

1.-Establecer la susceptibilidad en poblaciones adultas de Aedes aegypti (L) al

insecticida permetrina en base a Dosis Diagnoéstico, en Nayarit y Sinaloa.

2.-Determinar la susceptibilidad en poblaciones larvarias de Ae. aegypti, a los
insecticidas temefos, malation, cipermetrina, bifentrina y permetrina en 10 localidades

de Estado de Veracruz.

3.- Indicar el nivel de resistencia en las poblaciones adultas en base a un umbral

de tolerancia.
4.- Caracterizar los mecanismos enzimaticos asociados con la resistencia a
permetrina, mediante la cuantificacion de seis diferentes tipos de enzimas en las

poblaciones de Nayarit y Sinaloa.

5.- Establecer la magnitud de resistencia en funciéon de las enzimas

caracterizadas.

20




4. ANTECEDENTES

Es fundamental conocer los principios de la ecologia y biologia de esta especie,
para la aplicacién de medidas de prevencion y control. EI termino binomia se utiliza para
explicar las asociaciones que tiene la especie respecto a su etapa de vida, con el medio

ambiente (figura 1).

Figura 1 Mosquito adulto hembra de Aedes aegypti (L)

El orden Diptera es de los que contienen mayor nimero de especies. Dentro del
suborden Nematocera se localiza la familia Culicidae, donde estan todos los mosquitos,
ver tabla I (Harwood, 1988).

4.1 Clasificacion
Tabla |

Clasificacion Sistematica del mosquito Ae. aegypti

Orden Diptera
Suborden Nematocera
Familia Culicidae
Subfamilia Culicinae
Tribus Culicini
Género Aedes
Subgénero Stegomyia
Especie aegypti
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4.2 Ciclo de vida

4.2.1 Huevo

La ovipostura se inicia cuando la hembra se posa sobre un criadero y uno a uno
deposita los huevos (figura 2), en general se acepta un rango minimo de 20 a un maximo
de 120 huevos por ovipostura (Clements, 1992). En un lapso de 48 horas, éstos estan
listos para eclosionar o bien para permanecer viables hasta un periodo de hasta 2 afios,
en condiciones de deshidratacion (Benenson, 1997). ElI mecanismo mas comin para la
eclosion es la disminucion de oxigeno disuelto en el agua el cual se percibe por un
sensor en la cabeza o tdrax y que coincide con una maxima actividad del sistema

nervioso central.

Figura 2 Huevos de Ae. aegypti

4.2.2. L arva

Puesto que la larva no tiene un esqueleto, la tunica forma de crecer es desechar la
cubierta externa de todo su cuerpo. A la etapa entre muda y muda se le denomina instar
(figura 3). La velocidad de crecimiento depende directamente de varios factores, entre

los cuales se encuentra la temperatura del agua o la estacion del afio.
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Por ejemplo, en temperaturas promedio de 25 °C, el ultimo instar se alcanza en
72 hrs y en dias mas frescos como en otofio e invierno, el desarrollo larval se retrasa y
puede tardar hasta 15 dias para llegar al adulto.

Las larvas dentro de un mismo criadero varian en instar, nUmero y tamafo, esto
es a causa de la calidad y cantidad de alimento disponible ademas del espacio, cabe
mencionar que el tamafio de la hembra adulta esta relacionado con su vida larval y
disponibilidad de alimento, entre mayor sea su talla puede ser potencialmente mejor
transmisor del virus del dengue, pues en teoria ingerird mas volumen de sangre al picar y

su longevidad podré ser mayor (Fernandez Salas, 1999).

9

Aedes (Stegomyia) ae

I

Figura 3 Larva de Ae. aegypti
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4.2.3 Pupa

Después del cuarto instar la larva comienza a secretar una cubierta por todo su
cuerpo gquedando totalmente encerrada, a este Ultimo estadio del ciclo se le llama pupa
(figura 4). La pupa tiene la caracteristica de no alimentarse, solo flota y nada con sus
aletas caudales. Dos trompetas respiratorias en su cabeza le permiten el intercambio
gaseoso. Durante el estado pupal se llevan a cabo los cambios que le permitiran al
mosquito invadir el ambiente aéreo; asi como también cambiar su dieta de protozoarios a
ingerir sangre rica en proteinas necesarias para formar sus huevos. Por un periodo de 24
a 48 horas, los tejidos del cuerpo larval desarrollan las alas en el torax, tres pares de
patas, un aparato bucal modificado para picar, ovarios, glandulas salivales y enzimas

digestivas apropiadas para degradar la sangre.

Figura 4 Pupa de Ae. aegypti
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4.2.4 Adulto

Por lo general la emergencia del mosquito adulto es crepuscular; el mosquito
emerge en cuestion de minutos por el cefalotérax y queda reposando sobre la pelicula de
agua (figura 5).

Su cuerpo esta aun suave (estado teneral) y requiere aproximadamente 24 horas
para su endurecimiento y poder volar; la proporciébn macho-hembra es de 1:1
(Fernandez,1995).

El macho se diferencia de la hembra por sus antenas plumosas y requiere de un
periodo de 24 horas después de la emergencia para el apareamiento (Beaty y Marquardt,
1996). La dieta del macho es de carbohidratos principalmente; por lo general el ciclo de
vida del macho es de menor duracién que el de la hembra.

La hembra para que produzca huevos debe alimentarse a replecion de sangre y
por ser un especie sinantropica se ha comprobado su alta hematofagia con un porcentaje
mayor al 90%, completando su ciclo gonotréfico en 3 a 5 dias dependiendo
principalmente de la temperatura ambiente. Los insectos que presentan las cuatro fases

de desarrollo durante su metamorfosis se denominan holometabolos (OMS 1992).
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4.3 Distribucion geografica

El origen de Aedes aegypti (L) probablemente fue el cinturdn tropical de Africa,
donde ocurren dos formas: una doméstica y una selvatica (Harwood, 1988). En la region
de las Américas solo se conoce la forma domestica, y es el Unico vector transmisor del
virus del dengue, aunque hay reportes de que la especie Aedes albopictus, ya ha
invadido varios paises entre ellos México; apenas recientemente se demostré su papel
como vector (Méndez, 1992). La llegada de Ae. aegypti a las Américas probablemente
fue en los barriles con agua en los barcos espafioles durante el siglo XVI, también se le
conoce como el “mosquito de la fiebre amarilla” por su papel como transmisor de esta
devastadora arbovirosis durante muchos afios.

Es una especie tropical y subtropical que se encuentra distribuida
horizontalmente entre la franja geografica del paralelo 35° al Norte y 35° al Sur (figura
6). Su ubicacidn vertical, usualmente se localiza a menos de 1,000 metros sobre el nivel

del mar. Aunque se ha registrado por encima de esta elevacion (OMS 1981).
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Figura 6 Distribucién mundial de Aedes aegypti (L) Fuente OMS, 2007.

4.4 ;Por qué Ae. aegypti se reconoce como un vector eficiente?

La hembra es hemat6faga y presenta un fendmeno que se conoce como

alimentacién parcial multiple, es decir que ain después de haber picado y haberse

alimentado, lo intentara varias veces mas y que en términos de infeccidn se traduce en
mayor nimero de piquetes, al mismo o diferente huésped, es decir, casos de dengue

potenciales. Ae. aegypti es una especie intra y peridomiciliar, se encuentra en zonas

tanto urbanas como rurales. Dentro de las casas es comun que la gente mantenga
criaderos potenciales y que ademas tenga al alcance la sangre necesaria para vivir. Este
fendmeno se conoce como eusinantropia, el cual es un nivel avanzado de dependencia

por el hombre y su habitat (Harwood, 1988).
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Tiene una caracteristica morfologica denominada proboscis, la cual introduce
directamente en los vasos sanguineos lo que aumenta las probabilidades de infectar a
través de la saliva caracteristica conocida como solenofagia. Otro aspecto que hace que
este mosco sea muy buen vector es que durante el dia presenta dos picos de picadura, se
le considera bimodal, siendo el primero alrededor de las 7:00 a.m. y el segundo entre las

6y 8:00 p.m.

4.4.1 Ciclos de transimision del dengue

El ciclo de transmisidon del virus del dengue (figura 7) comienza con una persona
infectada, durante el periodo virémico, un mosquito Aedes aegypti (L) hembra pica a la
persona e ingiere sangre que contiene el virus. El virus se replica durante un periodo de
incubacion extrinseco en el mosquito, el cual tiene de ocho a doce dias de duracion. El
mosquito pica a una persona susceptible y le transmite el virus. El virus se replica en la
segunda persona y produce sintomas que comienzan a aparecer en un promedio de
cuatro a siete dias después de la picadura del mosquito, éste es el periodo de incubacion
intrinseca, dentro de los seres humanos. Si bien el promedio de duracién del periodo de
incubacion intrinseca es de cuatro a siete dias, puede durar de tres a 14 dias (Gluber,

1997).
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Figura 7 Ciclo de transmision del virus de dengue, por Ae. aegypti al humano.

Dentro del ciclo de transmisién del dengue intervienen tanto el mosquito como
el humano, los siguientes diagramas ilustran las partes participantes en dicha infeccion.
La primer parte se da en el humano, la cual inicia con la picadura del mosquito

infectado, la segunda parte se desarrolla en el mosquito infectado que al picar a otro ser

humano le da continuidad al ciclo (figura 8)

Figura 8 Primera parte del ciclo en la infeccion por dengue.
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El virus se transmite al ser humano por medio de la saliva de un mosquito
infectado (1) que al picar a una persona es trasferido. Una vez dentro del cuerpo
humano, el virus se ubica en diversos 6rganos por ejemplo, nédulos linfaticos e higado y
se replica (2). El virus se libera de estos tejidos y se difunde mediante la sangre para
infectar los leucocitos y otros tejidos linfaticos (3) finalmente el virus se libera para
circular en la sangre (4). La segunda parte del ciclo, que ocurre dentro del mosquito,

sucede de la siguiente manera (figura 9)

Figura 9 Segunda parte del ciclo de transmision del dengue.

El mosquito ingiere sangre que contiene el virus, por la picadura a una persona
infectada (5), el virus se replica en la zona embrionaria del tubo digestivo del mosquito,
en los ovarios, el tejido nervioso y en el cuerpo graso, para después alojarse en la
cavidad corporal y posteriormente infectar las glandulas salivales (6). El virus se replica

en las glandulas salivales y cuando el mosquito pica a otro ser humano, el ciclo continda

(7).
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4.4.2 Descripcion clinica de la enfermedad

El dengue es una enfermedad virica febril y aguda, que se caracteriza por un
comienzo repentino, fiebre que dura de tres a cuatro dias, cefalea intensa, dolor retro-
orbital (Chin, 2001). En cualquier momento durante la fase febril pueden aparecer
fendmenos hemorragicos de poca intensidad.

El Dengue Hemorragico o Sindrome de Choque de Dengue, es una enfermedad
virica endémica grave, que se caracteriza por permeabilidad vascular anormal y
anormalidades en los mecanismos de coagulacion sanguinea. Los virus del dengue son
flavivirus e incluyen serotipos 1, 2, 3y 4, los mismos que para dengue hemorragico.
Los cuatro serotipos son endémicos en Africa.

Desde 1977, en el Caribe, América Central y del Sur, se ha observado la
circulacién sucesiva de los cuatro serotipos. Desde finales de los afios noventa, dos o
mas virus muestran periodicidad epidémica en México. Las epidemias pueden surgir en
cualquier sitio en que exista el vector y se introduzca el virus, tanto en zonas urbanas
como rurales. Los virus son perpetuados en ciclos que incluyen al ser humano y al
mosquito, el modo de transmisién es por la picadura de moscos infectados. La hembra
de Ae. aegypti es una especie hematofaga diurna, con mayor actividad de picadura dos

horas después de la puesta del sol y varias horas antes del amanecer.
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4.5 Situacién epidemioldgica del dengue en Nayarit, Sinaloa y Veracruz.

De acuerdo a la Secretaria de Salud, México ocupa el cuarto lugar en la
transmision del dengue hemorrdgico en América despues de Brasil, Colombia,
Venezuela y Honduras, que son los paises mas afectados en los ultimos afios. Desde
1994 se han desarrollado brotes de dengue hemorragico registrandose desde 30 hasta
2000 casos en el 2004, en diferentes estados del pais. Actualmente la relacion de casos
de dengue hemorrégico es 1:4, a diferencia de hace 5 afios que era 1:25. Solamente en el
estado de Nayarit del 2002 al 2006 se registraron 2472 casos, de los cuales 2184 , es
decir el 88.3% corresponden a dengue clasico y 11.7% (288 casos) a dengue
hemorragico, siendo el afio 2002, considerado el mas problematico registrandose 1144
casos. En la tabla Il podemos apreciar los datos proporcionados en los boletines

epidemioldgicos de morbilidad de la Secretaria de salud.

Tabla 1l

Casos de dengue por afio en Nayarit y Sinaloa.

Estado 2004 2005 2006 2007
DC DH DC DH DC DH DC DH

Nayarit 152 29 407 61 1063 60 2970 106

Sinaloa 123 21 617 20 874 4 1050 38

DC= dengue clasico, DH= dengue hemorragico
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El estado de Veracruz posee las condiciones ecoldgicas propicias para la
transmision de muchas enfermedades y de acuerdo con el nimero de notificaciones, es
hasta la fecha una de las entidades considerada de alta endemicidad para dengue.

En Veracruz se mantiene la lucha permanente contra el mosquito transmisor de la
enfermedad del dengue, implementandose sobre todo las medidas de prevencion,
encaminadas sobre todo a evitar que el vector se reproduzca, es decir controlando los
posibles criaderos para evitar el inicio de su ciclo bioloégico y con ello su control.
siguiendo la estrategia de “Patio Limpio y Cuidado del Agua”, los Servicios de Salud de
Veracruz estan realizando una campafia permanente para involucrar a la poblacién a
que participe activamente en la eliminacién de criaderos del mosquito. Para el estado de
Veracruz, los casos reportados de dengue clasico en el 2005 fueron 11761, de los cuales
11128 fueron dengue clésico, la jurisdiccion sanitaria que presenta el mayor nimero de
casos fue Panuco (33%), seguida por Tuxpan (14.1%), Coatzacoalcos (13.87%) y
Veracruz (11%), sin embargo de los 633 casos de dengue hemorréagico, Coatzacoalcos
presenta 235 (37%), Veracruz 150 (23.6 %) y Panuco solamente 23 (0.04%), hasta la
semana 33 (agosto) del 2006 se tenian registrados 3851 casos de dengue clésico y 361 de
dengue hemorréagico, la jurisdiccion sanitaria que presenta el mayor nimero de casos es
Coatzacoalcos con 1213 (31.5 % ) y Veracruz con 1111 (28.8 %), sin embargo Veracruz
presenta el mayor nimero de casos de dengue hemorrégico 199 (55.12%), En cuanto a la
Jurisdiccion Sanitaria de Veracruz, los casos de dengue se sitlan en el Puerto de
Veracruz, ya que para el 2005 representaban el 60.89% de casos de dengue clasico y el

61.33% de dengue hemorragico (fuente: www.cenave.gob.mx)
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Figura 10 Estados de la Republica Mexicana que reportaron casos de dengue en el afio
2007. Fuente: SSA/CENAVECE/DGE.

4.6 Resistencia

En 1979 la FAO define la resistencia como la capacidad desarrollada por una
poblacion determinada de insectos, de no ser afectada por la aplicacién de insecticidas.
Técnicamente se define como la habilidad complementaria y hereditaria propia de un
individuo o conjunto de ellos, que las capacita fisiologica y etoldgicamente, para
bloquear la accion tdxica de un insecticida por medio de mecanismos metabolicos y no
metabolicos y como consecuencia, sobrevivir a la exposicion de dosis que para otros

seria letal (Georghiou, 1991).
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El primer dato formal sobre resistencia en insectos lo proporcioné Melander
(1914), quién registro el fracaso del sulfuro de calcio al no controlar a Aspidiotus
perniciosus. Para 1982 se tenian detectados 428 casos de resistencia de artrépodos que
se consideran insectos nocivos a la agricultura o que estan relacionados directa o
indirectamente con el hombre (Georghiou, 1982). EI DDT fue introducido para el
control de mosquitos en 1946. En 1947 se registr6 el primer caso de resistencia a DDT
en Aedes taeniorhynchus y Ae. sollicitans (Brown, 1987). Desde entonces, segun la
Organizacién mundial de la Salud (1992), méas de 100 especies de mosquitos han sido
reportadas como resistentes a uno 0 mas insecticidas, y mas del 50% son Anofelinos. El
namero de poblaciones de insectos vectores resistentes es dependiente del volumen y
frecuencia de aplicacion de insecticidas utilizados para su control, ademéas de las
caracteristicas inherentes de las especies involucradas. La mosca tsé-tsé por ejemplo, fue
controlada de manera exitosa con rociados de DDT por muchos afios, sin embargo,
nunca se desarrollo resistencia a este insecticida. Otro ejemplo de un insecto vector
exhibiendo poca o nula resistencia a insecticidas es la chinche triatomina. En estos casos
la explicacién podria ser el ciclo de vida largo de las chinches y la produccién de pocos
juveniles de mosca tsé-tsé. En contraste, los mosquitos tienen todas las caracteristicas
requeridas para un rapido desarrollo de resistencia, incluyendo ciclos de vida corto y alta

fecundidad (Hemingway, 2000).
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4.6.1 Resistencia en Aedes aegypti

En 1960, se reportaron los primeros casos de resistencia a insecticidas
organofosforados y carbamatos en Aedes aegypti (L), (Rodriguez et al., 1999). Mazzarri
y Georghiou (1995), reportan que los principales insecticidas utilizados en Venezuela
son los organofosfatos (OP), como el temefos para el control de larvas de mosquito y el
malation en rociados térmicos de ultra bajo volumen para el control de adultos.

Los piretroides han sido incorporados a dichos programas de control.
Desafortunadamente, Ae. aegypti ha demostrado la habilidad para desarrollar resistencia
a una amplia variedad de organoclorados, OP, carbamatos y piretroides. En Venezuela,
este vector ha sido reportado resistente a insecticidas como el DDT, dieldrin/BHC, OP y
carbamatos. Hemingway, también sefiala la resistencia a piretroides en Ae. aegypti,
ademas de los organofosfatos y carbamatos.

Sin embargo, Rodriguez y colaboradores en el 2000, sefialan que el amplio uso y
distribucion del malation para el control de Ae. aegypti en América Latina ha generado
resistencia en el control de Culex quinquefasciatus pero no en Ae. aegypti . Ademas
realizaron un estudio para determinar los niveles de susceptibilidad y/o resistencia a
insecticidas organofosforados y piretroides de una cepa de Aedes aegypti. Los resultados
mostraron bajos niveles de resistencia a fention, malation y deltametrina, niveles
moderados para temefos, metil-pirimifos y cipermetrina y altos para clorpirifos.

En otra publicacion de Rodriguez en el 2003, reporta que a pesar de que el

malation ha sido utilizado en la region del Caribe por mas de 25 afios, solo moderados
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niveles de resistencia han sido reportados a este insecticida en poblaciones de Ae.
aegypti.

Una intensa campaiia para el control de Ae. agypti comenzo en Cuba en 1981 y
malation fue el insecticida utilizado como adulticida hasta 1986, en esta etapa Ae.
aegypti fue exitosamente controlado, sin embargo, este fue reemplazado por piretroides
en 1986 para control a otro vector Culex quinquefasciatus, que ocupaba los sitios de cria
de Ae. agypti en el ambiente urbano y que desarrollo resistencia a malation. Esto no solo
sucedio en Cuba, sino también en otros paises de América Latina.

En cuanto al control del vector en su etapa larval el insecticida que mas
efectividad ha probado contra Ae. aegypti es el temefos. Cinco formulaciones de temefos
fueron biolégicamente evaluadas para su efectividad residual contra Ae. aegypti en
Savannah, Georgia, en 1965. Las dos preparaciones liquidas demostraron, mayor accion
en contra de las formulaciones granulares. El liquido emulsificable combinado en un
porcentaje de 45 partes de temefos con 45 partes de atolox-xileno produjeron una
mortalidad total durante 19 semanas en dosis de 0.1, 1.25 y 1.0 ppm contra 3, 4 y 19
semanas en sus respectivas formulaciones. Los granos de arena fueron superiores bajo
condiciones simuladas a las formulaciones con Celaton y bentoinita. A niveles de
tratamiento de 0.1, 1.0 y 2.5 ppm, de temefos 1% sobre arena obtuvo 3, 14 y 19
semanas de mortalidad para las dosis respectivas. Por otra parte, celaton 2% y bentoinita
1% dieron mortalidades de 7, 13, 18 y 2, 17 y 19 semanas respectivamente ( Brookes et

al., 1966 ).
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El efecto residual de los granulos de arena de temefos 1% fue determinado
usando muestras de agua obtenidas de tambos localizados en Chaguanas y D”Abaine,
Trinidad.

Los bioensayos semanales contra las larvas de Ae. aegypti en los tratamientos de
Chaguanas y de D"Abaidie mostraron una mortalidad sobre el 70% después de 4 y 6
semanas respectivamente (Chadee, 1984). Se demostr6 que la toxicidad de los
piretroides en larvas de Ae. aegypti es de 1.33 a 3.63 veces mayor cuando estan a 20 °C,

que cuando se encuentran a 30 °C (Brusvine, 1980).

4.7 Tipos de Resistencia

4.7.1 Resistencia por comportamiento

Se refiere a patrones de comportamiento que contribuyen a la resistencia, estos
pueden ser habitos tales como la preferencia a descansar en &reas no tratadas con
insecticidas en lugar de areas tratadas o bien la deteccion de un insecticida y la tendencia

de evitarlo antes de ponerse en contacto con el (Carrillo, 1984).

4.7.2 Resistencia morfoldgica

Se presenta cuando alguna caracteristica morfoldgica ocasiona la resistencia, por

ejemplo, una menor area de exposicion al toxico (Lagunes Tejeda, 1999).
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4.7.3 Resistencia fisioldgica

Este es el tipo de resistencia mas importante, los insectos adquieren resistencia de
dos formas. Por adicion de un mecanismo de proteccion o bien por la insensibilidad en
el sitio de accion. Los tipos de resistencia se reagrupan en mecanismos de resistencia
metabdlicos y no metabdlicos.

Los primeros suceden cuando se involucran cambios enzimaticos y los segundos
se refieren a cambios en sensibilidad del sitio activo, en la tasa de penetracion,
almacenamiento o excrecién, asi como en el comportamiento o la forma de los insectos.

Dentro de la resistencia fisioldgica se encuentran otros tipos de resistencia.

La resistencia cruzada, es el fendmeno por el cual los insectos sometidos a
presion de seleccion con plaguicida adquieren resistencia a éste y a otros insecticidas
relacionados toxicol6gicamente, que no han sido aplicados pero que presentan en su
estructura al menos un sitio activo que puede ser afectado por un mecanismo de

resistencia comun (Georghiou, 1965).

La resistencia cruzada negativa, se presenta cuando una poblacion que ha
adquirido resistencia a un insecticida, regresa a una susceptibilidad cercana a la original,
como consecuencia de la aplicacion de otro insecticida que es toxicoldgicamente
diferente (Lagunes, 1991).

La resistencia multiple se determina cuando una poblacion adquiere resistencia a

varios insecticidas, tanto a aquellos que han sido aplicados, como a otros que no.
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Esto como una consecuencia de la aplicacion de insecticidas con moléculas en su
estructura que pueden ser inhibidos por varios mecanismos de detoxificacion, de esta
manera la poblacién posee varios mecanismos de resistencia de manera simultanea

(Georghiou, 1963).
4.7.3.1 Mecanismos metabolicos involucrados en la resistencia fisioldgica.

Las enzimas responsables para la detoxificacion de xenobidticos en los
organismos son transcritas por miembros de gran nimero de familias multigene de
esterasas, oxidasas y glutation transferasas (GST). Probablemente, el mecanismo de
resistencia mas comun en insectos, son diferentes niveles o actividad de esterasas
detoxificativas que metabolizan (hidrolizan enlaces éster) un amplio rango de
insecticidas. Estas comprenden seis familias proteicas pertenecientes a la superfamilia
de las alfa/beta hidrolasas (Cygler et al., 1993). Las citocromo oxidasas P450 (también
denominadas oxigenasas) metabolizan insecticidas a traves de O-, S- e hidroxilacion N-
alquil, hidroxilaciones alifaticas y epoxidaciones, hidroxilaciones aromaticas, oxidacion
éster y oxidacion nitrégeno y tio-éter (Wilkinson, 1976).

Las citocromo P450 pertenecen a una vasta superfamilia. De las 62 familias
reconocidas de P450 en animales y plantas, al menos cuatro (familias 4,6,9,18) han sido
aisladas de insectos.

Las insecto-oxidasas P450 responsables de resistencia pertenecen a la familia 6,
la cudl, como las esterasas, estan presentes en Diptera como un grupo de genes

(Krogstad, 1996). Los miembros de este grupo se pueden expresar como alelos multiples
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(arriba de 5) (Tomita, et al. 1995). Los niveles de oxidasas en insectos resistentes
resultan de una sobre-expresion constitutiva mas que amplificacion (Tomita et al.,
1995).

Los mecanismos de sobreproduccion de oxidasas en resistencia estan bajo
investigacion y parecen ser resultado de factores cis- y trans-, asociados al fenomeno de
induccion (Cohen et al., 1994).

La mayoria de los organismos poseen multiples GST de dos 0 mas clases (Hayes,
1995). Por ejemplo, las GST implicadas en la resistencia al DDT estan presentes como
grupos de genes que han sido mezclados a través del genoma por recombinacion (Zhou,
1997). Se han caracterizado en vectores un nimero de genes resistentes, incluyendo

multiples formas en el mismo insecto.

4.8 Métodos para detectar resistencia

Convencionalmente se ha detectado la resistencia mediante pruebas de
susceptibilidad a insecticidas, también llamados bioensayos (Roush, 1989).

Los bioensayos para la deteccion de resistencia en mosquitos esta basada en la
recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 1981). En la prueba
original, los mosquitos susceptibles eran expuestos a una serie de papeletas impregnadas
de dosis diferentes de insecticidas, por un tiempo definido y después los mosquitos eran
mantenidos lejos del insecticida por 24 horas los datos eran sometidos a un analisis

probit y se obtenia una grafica de dosis-mortalidad, para un insecticida particular. La

m\41




prueba fue modificada y solo se manejan papeletas con una sola dosis, la cual fue la

L C100. (Brodgon, 1998a).

El método empleado por la OMS tenia sus fallas, el kit de dosis diagnostico
resultdé caro, no se encontraban las papeletas de todos los insecticidas y las dosis
diagndstico no eran aplicables a todos las especies de vectores. Brogdon y MacAllister
en 1998, describen una modificacion realizada al método antes descrito por el uso de
botellas wheeaton de vidrio de 250 ml, las cuales son impregnadas con diferentes dosis
de insecticidas. Se ha utilizado esta técnica modificada para detectar resistencia en
mosquitos y en otros dipteros.

Rodriguez y colaboradores en 1999, realizaron un estudio para determinar los
niveles de susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas organofosforados y piretroides de
una cepa de Ae. aegypti. Los resultados mostraron bajos niveles de resistencia a fention,
malation y deltametrina, niveles moderados para temefos, metil-pirimifos y cipermetrina
y altos para clorpirifos.

Si bien, la forma mas exacta de detectar la resistencia es a través de bioensayos,
un método indirecto como un andlisis bioquimico es muy recomendable. Este es un
meétodo indirecto que correlaciona un alto nivel de una enzima o una reaccion enzimatica
especifica, con la resistencia comprobada de cierta colonia de insectos. Ya existen
meétodos especificos para diversas enzimas (Brodgon y McAllister, 1997)

Las técnicas de biologia molecular proveen un acceso directo a los genes
responsables de la resistencia, de tal modo que se puede dejar establecida su estructura y

su organizacion (Lagunes-Villanueva, 1994).
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4.9 Grupos toxicoldgicos de insecticidas

La resistencia se ha desarrollado a cada uno de los grupos toxicoldgicos de
insecticidas, incluyendo microbiales y reguladores del desarrollo de los insectos. Una
detallada descripcion préctica de resistencia a insecticidas podria permitir que las
estrategias de control sean ajustadas (Devonshire, 1990)

Se espera que la resistencia a insecticidas sea directamente afectada por la
reemergencia de enfermedades infecciosas (Brogdon y McAllister, 1998b), y donde la
resistencia no ha contribuido a la emergencia de enfermedades se espera que amenace el
control de la enfermedad (OMS, 1992). Sin embargo, un cuidadoso analisis de la
informacion reciente acerca de la resistencia de vectores (por ejemplo, la base de datos
de la OMS vy los registros de los programas de control de enfermedades) muestra que el
efecto de la resistencia en los esfuerzos del control son aun desconocidos. Muchos
reportes de resistencia de especies de vectores estan basados en un punto geogréafico de
un Pais y por otra parte la informacion no es actualizada. La investigacion en cada
problema de resistencia y su aplicacion en el control de vectores no es préactica. Las
medidas de control han sido seleccionadas para usarse, con frecuencia en momentos de
emergencia. Aunque las alternativas para el control de vectores con insecticidas estan
disponibles, los problemas de resistencia a drogas (por eje. Malaria) o bien la
disponibilidad o el costo de una vacuna (por eje. Encefalitis japonesa) hacen del control

de vectores una opcion importante (Krogstad, 1996). La reduccion en la disponibilidad
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de insecticidas como resultado de resistencia se agrava por la eliminacion del mercado
de insecticidas no registrados para su uso en salud publica.

Especialmente en la época pasada, el costo de mantener ciertos compuestos en el
mercado fue més alto que el recuperado por su uso. A esto hay que agregar que, el uso
de insecticidas es tambien monitoreado y restringido por agencias reguladoras (Flores et
al., 2006). Los insecticidas juegan un papel central en el control de vectores de
enfermedades tales como mosquitos, moscas, pulgas, piojos, chinches, etc.

En 1955 la OMS propuso la erradicacion global de una de las enfermedades mas
prevalecientes transmitidas por vectores, la malaria, con el uso de rociados residuales
intradomiciliares de DDT.

Sin embargo la euforia por los insecticidas termind pronto y en 1976 la OMS
cambid su concepto de erradicacion a control de la malaria. Los cambios en la politica se
debieron a la aparicién de la resistencia al DDT en un gran nimero de mosquitos
vectores. En 1975 la OMS report6 que una poblacion de 256 millones de personas vivian
en areas donde la resistencia a DDT y/o los BHC (Bifenil Poli Clorinados) mermaron los
esfuerzos para el control de la malaria. (Esto no incluyé a la region de Africa, en donde
ocurren el 90% de los casos de Malaria y donde ya se habia registrado resistencia de
Anopheles gambiae al DDT, el principal vector de malaria.)

Los problemas de resistencia continuaron con la rotacion a nuevos insecticidas,
tales como los organofosforados, carbamatos y piretroides (Casida y Quistad, 1998).
Operacionalmente, muchos programas de control han cambiado de rociado residual
dentro de las casas al uso focal de pabellones impregnados. Esta medida esta limitada

para los piretroides debido a su velocidad de matar y seguridad para la gente.
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En la actualidad la investigacion se ha enfatizado en los mecanismos moleculares
de la resistencia y su manejo racional, con la vision de controlar el desarrollo y la

diseminacion de poblaciones de vectores resistentes (Hemingway y Ranson, 2000).

4.9.1 ORGANOCLORADOS

Este grupo se caracteriza por la presencia de atomos de carbono, hidrégeno, cloro
y ocasionalmente oxigeno, en su molécula. Contienen anillos ciclicos o heterociclicos de

carbono. Son apolares y lipofilicos, ademas muestran poca reactividad quimica.

Los compuestos organoclorados son altamente estables, caracteristica que los
hace valiosos por su accion residual contra insectos y a la vez peligrosos debido a su
prolongado almacenamiento en la grasa de mamiferos. Dentro de este grupo se
encuentran compuestos tan importantes como el DDT, BHC,clordano y dieldrin. Tienen
un amplio espectro de accion y bajo costo, han sido muy usados para controlar plagas
agricolas y de importancia médica. Poseen baja toxicidad para mamiferos, sin embargo,
sus residuos son de gran persistencia en el ambiente y presentan un alto grado de

lipofilicidad por lo cual se acumulan en los tejidos (Lagunes-Tejeda, 1994).
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4.9.1.1 Subgrupos dentro de los Organoclorados

49.1.2DDT

El DDT ejerce su accion neurotdxica modificando la funciéon normal de los
canales de sodio de la membrana neuronal, los cuales son altamente sensitivos a cambios
en el voltaje, que alteran la transmision del impulso nervioso (Hassall, 1969). En las
membranas neuronales existe un equilibrio de los iones de sodio y potasio que sirven
para transmitir el impulso nervioso.

El DDT como los piretroides, prolongan selectivamente la conductancia del
sodio en transito, ocasionada por la activacion de los canales de sodio dependientes del
voltaje (Souderlund et al., 1983), es decir hay un cambio en la permeabilidad de la
membrana nerviosa a lo iones de sodio y potasio lo que trae consigo una disfuncion con
descargas repetitivas en la transmision de los mensajes neuronales. EI DDT afecta otras
funciones ligadas a la membrana tales como la fosforilacion oxidativa en las

mitocondrias y la reaccion de Hill en los cloroplastos.

4.9.1.3 Mecanismos de resistencia al DDT

Los mecanismos de resistencia a insecticidas tienen una base bioquimica. Las
dos principales formas de resistencia bioquimica son: resistencia en el sitio blanco, la

cual ocurre cuando el insecticida no se enlaza al sitio de accion.
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Las enzimas detoxificativas, las cuales por sus niveles elevados o modificados
previenen que el insecticida alcance su sitio de accion (esterasas,oxidasas o glutation-
transferasas —GST-) Un mecanismo adicional estd basado en la respuesta térmica al
estrés, pero aun no se ha determinado su importancia (Patil et al., 1996).

Son las enzimas DDT-asa y las Oxidasas de Funcion Multiple los principales
mecanismos metabdlicos de resistencia. ComUnmente se observa un aumento en la
capacidad de detoxificacion mediado por mono-oxigenasas, dependientes del citocromo
microsomal P450 “monoxigenasas P450” u oxidasas de funcion mdaltiple (MFO). El
citrocromo microsomal P450 esta presente en casi todos los organismos aerdbicos, tal es
el caso de hongos, plantas, insectos, aves y mamiferos.

Es un sistema metabdlico de gran importancia, ya que destoxifica sustancias
xenobioticas (agentes extrafios al cuerpo) tales como drogas, plaguicidas y toxinas de
plantas; ademas interviene en la regulaion de compuestos endégenos, como seria el caso
de las hormonas, acidos grasos y esteroides (Scott et al., 1993).

Otro mecanismo de resistencia no metabolico es el llamado kdr (knock-down
resistanse o resistencia al derribo). El kdr esta relacionado con alteraciones en las
propiedades de los canales de sodio, esto se ha interpretado como una reduccion en el
namero y la densidad de sitios activos en la membrana neuronal. Se ha demostrado que
la resistencia al derribo esta relacionado con modificaciones selectivas de solo algunas
propiedades del reconocimiento de las neurotoxinas en los canales de sodio. También se
puede relacionar con cambios en la composicion de los lipidos en la membrana nerviosa

tipo kdr (Soderlund et al., 1989).
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4.9.1.4 Grupos del Benceno y Ciclodienos

Recientemente varios estudios realizados mediante preparaciones subcelulares de
tejidos nerviosos de insectos y mamiferos, han proporcionado evidencia de que los
derivados del benceno, ciclodienos y avermectinas ejercen su efecto neurotdxico
mediante el bloqueo del flujo clorinado GABA- depediente en el complejo acarreador de
iones del receptor clorinado de GABA. El &cido gamma aminobutirico (GABA ) es el
encargado de realizar la transmision nerviosa entre la célula nerviosa activadora y los
musculos receptores de la orden de contraccion, es decir, el bloqueo sucede a nivel

neuromuscular (Wilkinson, 1983).

4.9.2 ORGANOFOSFORADOS

El desarrollo de estos insectos data de la Segunda Guerra Mundial, cuando los
técnicos alemanes encargados del estudio de materiales que podrian ser empleados en la
guerra quimica descubrieron y sintetizaron una gran cantidad de compuestos organicos
del fésforo. Tienen dos caracteristicas basicas: Son mas toxicos para vertebrados que los
compuestos organoclorados. No son persistentes en el medio, principal causa que motivd
la sustitucion en el uso de los Organoclorados por los Organofosforados. Entre los
organofosforados existe un intervalo muy amplio de toxicidad, lo cual se puede apreciar

en la amplia gama de usos de este grupo de insecticidas (Bisset et al., 1999).
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4.9.2.1 Modo de accién de los organofosforados

La toxicidad de los Organofosforados en insectos y mamiferos, esta asociada
con la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (ACE). Esta esterasa cataliza la
hidrélisis de la acetilcolina (AC, transmisor quimico sinéptico) a colina y acido acético,
a gran velocidad. Existen varios transmisores quimicos, pero en el caso de insectos se
trata de la acetilcolina. Tan pronto como la acetilcolina ejerce su efecto en la membrana
postsinéptica, debe ser destruida por la acetilcolinesterasa (ACE) formandose como
residuos colina y cido acético. Esta degradacion es de critica importancia ya que si la
AC no fuera destruida, produciria una actividad continua entre las neuronas, con pérdida

de coordinacion nerviosa (Devonshire et al., 1984b).

4.9.2.2 Mecanismos de resistencia a organofosforados

Los organofosforados, por ser ésteres, pueden ser metabolizados por sus
esterasas respectivas. Esta accion metabdlica constituye el principal mecanismo de
resistencia de los insectos a los organofosforados, de modo que al ser aplicado un
insecticida de este tipo, se eliminan los individuos de la poblacion que presenten pocas
esterasas, es decir, se seleccionan a los que tienen mayor cantidad de dichas enzimas.

Los organofosforados también pueden ser afectados por oxidasas, este tipo de

reaccion ocurre con mas frecuencia que la producida por esterasas.
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4.9.3 CARBAMATOS

En los afios 60 aparecié un tercer grupo de insecticidas conocidos como
carbamatos. Estos presentan una persistencia y toxicidad intermedia entre los
organoclorados y los organofosforados, tienen varios usos principalmente como

insecticidas, herbicidas y funguicidas (Chandre et al., 1997).

4.9.3.1 Modo de accion de carbamatos

Los carbamatos son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (ACE), se
comportan de manera semejante a los insecticidas organofosforados cuando actlian en

sistemas bioldgicos (Fukuto, 1974).

Si se toma en cuenta la toxicidad aguda de los carbamatos, por lo general resultan
ser mas toxicos que los organofosforados. Sin embargo, los organofosforados son méas
peligrosos porque la inhibicion de la enzima es mas larga. En cambio cuando la ACE es
inhibida por la accion de un carbamato se recobra espontaneamente, debido a que existe
una correlaciéon positiva entre la toxicidad de los carbamatos y la semejanza que
presentan con la AC. Es decir, entre mas parecido existe entre el carbamato y la AC, se
espera mayor toxicidad; pero en los carbamatos el proceso es aparentemente reversible

(Devonshire et al., 1984a).
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4.9.3.2 Mecanismos de resistencia a carbamatos

El principal mecanismo de resistencia metabdlica a carbamatos, son las oxidasas
de funcion multiple (FOM). De los no metabolicos se presenta la ACE insensitiva, una

penetracion reducida y una mayor excrecion.

La alteracion de aminoécidos responsables para el anclaje del insecticida en un
sitio especifico ocasiona que éste sea menos efectivo o aun que no funcione. Por
ejemplo, el blanco para los organofosforados y carbamatos es en sinapsis nerviosas
colinérgicas, y el blanco para el DDT vy piretroides sintéticos son los canales de sodio a
nivel axdnico. La resistencia cruzada entre DDT y piretroides puede producirse por un
simple cambio en algiin aminoécido (uno o ambos de los dos sitios conocidos) en el sitio

de anclaje del insecticida en el canal sodio del axdn (Miyazaki et al., 1996).

Esta resistencia cruzada parece producir un cambio en la curva de activacion del
transporte de sodio lo que ocasiona una baja sensibilidad a piretroides (Vais et al.,
1997). De manera similar, la resistencia a ciclodienos (dieldrin) es conferida por
cambios en un simple nucleétido en el mismo codon del gen para receptores de ac.
Gama-aminobutirico (GABA) (French et al., 1993). Se han identificado al menos cinco
sitios mutados en el sitio de accion de la acetil-colinesterasa. Ademas se sabe que estos
ocasionan una gradacion en la sensibilidad a organofosforados y carbamatos (Sawicki,
1987).
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4.9.4 PIRETROIDES

A partir de los afios 80, el grupo de los piretroides ha recibido mucha atencion
debido a su baja toxicidad para mamiferos, casi nula acumulacion en el medio ambiente
y gran utilidad como alternativa en el combate de plagas agricolas. Desafortunadamente
a pesar de que solo se ha autorizado un namero reducido de piretroides, ya se han
registrados casos de resistencia en campo y laboratorio. El piretro es un insecticida de
contacto obtenido de las flores de Chysantemum cinerariaefolium (Compositae).

El piretro debe su importancia a su inmediata accion de derribo sobre insectos
voladores, ademas a su baja toxicidad para animales de sangre caliente. A diferencia del

DDT, no es persiste en el medio ambiente y sus residuos son de vida corta.

4.9.4.1 Modo de accidn de piretroides

Los piretroides afectan tanto al sistema nervioso central como al periférico de los
insectos tratados, 1o que ocasiona descargas repetitivas, seguidas de convulsiones. En
insectos la parélisis nerviosa se debe a cambios que se producen en la membrana. Al ser
bloqueados los canales de sodio, alteran la conductividad del i6n en transito, causada por
la activacion de estos canales dependientes del voltaje Ademas se ha observado que las

piretrinas no afectan a la colinesterasa (Soderlund et al., 1989).

52




4.9.4.2 Mecanismos de resistencia a piretroides

Los principales mecanismos de resistencia a piretroides son un mayor
metabolismo del insecticida por oxidasas de funcion multiple (FOM) y esterasas.
También la insensibilidad en el sitio de accion, también llamado kdr (Soderlund et al.,

1983).
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5. METODOS

5.1 Area de Estudio

La colecta de material biologico se realizd en dos estados del Occidente de
Meéxico, en Nayarit y Sinaloa, asi como en la costa este en Veracruz donde se visitaron
10 localidades, iniciando en el centro y continuando hacia el sur del estado (tabla III).

El estado de Nayarit, tiene 27 621 km® de extension territorial y 950 mil
habitantes que representa el 0.9% de los habitantes totales de los Estados Unidos
Mexicanos. Se localiza en las coordenadas, al norte 23°05°, al sur 20° 36’ de latitud
norte y al oeste 103° 43°, al oeste 105° 46’ longitud oeste (figura 11). Sinaloa esta
ubicado entre las coordenadas al norte 27° 02°, al sur 22° 29’ de latitud norte. Al este
105° 23°, al oeste 109° 28’ de longitud oeste. Tiene 58 092 km2 y 2,608 442 hab los
cuales constituyen un 2.5% de la poblacion total del pais (figura 12). Veracruz tiene 72
815 km® y 7 110 000 habitantes, siendo capital Jalapa (figura 13). (Fuente: INEGI,
2005).

En el caso de Nayarit el clima que predomina en el 60.21 % de la superficie
territorial es el calido subhtimedo con lluvias en verano y en segundo lugar el clima
semicalido subhtimedo con lluvias en verano, cubriendo el 30.93 % de la superficie
estatal. Tepic es la capital del estado, la cual esta dividida en 20 municipios. Se

encuentra a 920 metros sobre el nivel de mar.
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La temperatura promedio de los afios 1977 a 1999 fue de 21.2 °C, el afio mas frio
en los registros del INEGI fue 1977 con una temperatura promedio de 20.1°C y el afio

con la temperatura promedio mas alta fue en 1996 con 22.2 °C.

El tipo de clima que predomina en Sinaloa es calido subhiumedo con lluvias en
verano, cubriendo el 36.10% de la superficie total del estado. Le sigue el clima semiseco
muy célido y célido cubriendo el 20.92% de su superficie. Segin datos del INEGI 1999,
la precipitacion media anual en Mazatlan entre los afios 1986-1999 fueron 857.5 mm.
Siendo el afio mas seco 1994 que se registraron 370.5 mm. Y el afio mas lluvioso 1998
con 1, 169.8 mm. Durante los meses Junio y Julio se registran las temperaturas mas altas

en Mazatlan, alrededor de los 28° C, en promedio mensual.

En Culiacéan las temperaturas promedio en los meses de junio y julio fueron las
mismas que para Mazatlan en el afio de 1999. La precipitacion pluvial media anual entre
1986-1999 en Culiacan, fue de 670.9 mm. En el afio mas seco, 1999 se registraron 452.5
mm. Y en el mas lluvioso 1994, 895.4 mm. Los meses mas lluviosos son Julio y

Agosto.
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Figura 11- Localizacion geografica de Nayarit, indicando los sitios de colecta, Tepic y
Compostela.

56
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Figura 12- El estado de Sinaloa con la ubicacion de las localidades de colecta Mazatlan

y Culiacan.

57



‘m'sff,\ Xalopa | Gelfa de Maxica

ol caln
L tfl o / “"“" P « Martinez de la Torre
ohuca \‘ e Or zﬁhujr Con:lob
o e Pkl ‘II @2 . palma Sol
J.,‘L'nh:m - Pazo del Cedro
I/
\ .~ Yangat,_
L%
‘\\\ .
L Turtle Gufierrez
Veracruz | De Xalapa a: Da Maxico a:
| * Memico oo 320 km o Veracruz oo 400 km
. * Puehla 00 km # Poza Rica ... 275 ke

* Vargoruz ... 100 km * Coolzocoalcos 410 km

Figura 13 Mapas correspondientes a las 10 localidades del estado de Veracruz, en
donde se realizaron colectas.

Tabla 111

Datos geograficos de 10 localidades del Estado de Veracruz.

Latitud  Latitud Nivel el mar Temp. anual
POBLACIONES Norte Sur media °C
1.- Mtz. de la Torre 20°04’ 97°04’ 80 243
2.- Palma Sola 20°00° 96°15’ 10 243
3.- Paso del Cedro 19°45’ 96°45’ 20 26
4.- Yanga 18°50’ 96°48’ 520 24
5.- Rodriguez Tejeda 18°27 96°21° 60 30
6.- Dobladero 18°04’ 95°42 10 28
7.- Lerdo de Tejada 19°38’ 95°31° 10 25
8.- Sayula de Aleman 17°53 94°57 80 28
9.- Cosoleacaque 18°00’ 94°38’ 50 34
10.- Minatitlan 17°59’ 94°33’ 20 34
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5.2 Obtencion y manejo de material biologico

Se colectaron larvas en bolsas “wheerl-pack”, en panteones y vulcanizadoras ya
que en estos sitios se encuentra criaderos naturales y accidentales de Ae. aegypti asi
como, en casas particulares en colonias con problemas de agua y donde la gente
acostumbra a almacenar agua. En las 10 localidades de Veracruz se colectaron larvas por
medio de ovitrampas (figura 14), una vez obtenidas las larvas se colocaron en pequefias
camaras de emergencia donde se les proporcion6 alimento y espacio hasta llegar al
insectario del laboratorio de Entomologia Médica en unidad B de la Universidad

Autdénoma de Nuevo Leon.

Figura 14 Sitio comun de ovitrampeo en las poblaciones de Veracruz.
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Al llegar al laboratorio se identifico a la especie Aedes aegypti. Después se
establecieron colonias de adultos y larvas para obtener el numero de individuos
requerido para las pruebas respectivas, el tamafio de muestra requerido para el estudio de
adultos en Nayarit y Sinaloa fue de 4000 mosquitos, 1000 por cada localidad siendo 500
moscos vivos y 500 moscos muertos. Y para Veracruz fueron 300 larvas para cada
insecticida analizado.

Los huevecillos fueron colocados en charolas de plastico para su eclosion (figura
15) una vez obtenidas las larvas, éstas se alimentaron con hojuelas de alimento para
peces, cada tercer dia y las pupas se colocaron en jaulas, dentro del insectario del mismo
laboratorio, aqui las hembras depositaban sus huevos en vasos de plastico revestidos con
papel filtro humedecido y se alimentaron de la siguiente manera: los machos con una
solucion azucarada 1:10 y las hembras con sangre humana (figura 16) y de roedor, para
lo cual se mantuvo un criadero de ratones.

Los huevos una vez depositados en el papel filtro, eran retirados cada tercer dia y
se ponian a secar, de esta manera se conservaron viables por un largo periodo. El
insectario se mantuvo a una temperatura promedio de 28 °C, con una humedad relativa
fluctuante entre 70 y 80 % con un fotoperiodo de 12:12 luz-oscuridad. Este
procedimiento se repitid hasta obtener un nuimero suficiente de huevecillos para la
realizacion de los bioensayos correspondientes. De la misma manera se trat6 la cria de la
cepa susceptible New Orleans, la cual se utilizo para establecer un umbral de tolerancia

en las poblaciones de adultos.
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Figura 15 Charolas para el desarrollo de larvas y jaulas para cria artificial de adultos de
Aedes aegypti (L)

Figura 16 Alimentacion de hembras de Ae. aegypti con sangre humana.

5.3 Dosis Diagnostico en mosquitos adultos

Se obtuvo la dosis diagndstico para permetrina, con el método para determinar
tiempo-mortalidad en botella, basados en el método de la botella propuesto por la OMS
y actualizado por Brogdon y MacAllister en 1998, esta técnica es la que se utiliza en el

Center of Disease Control (CDC) de Atlanta.
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Se seleccionaban alrededor de 30-40 hembras adultas entre 1 a 3 dias de edad y
sin alimentacidn previa de sangre, se utilizo un aspirador de pléstico para sacarlos de la
jaula y transferirlos a la botella de bioensayo (figural7). Una vez obtenida la curva para

la dosis diagnostico se realizaron los bioensayos.

Figura 17 Jaula con el vaso para ovipostura y el aspirador para transferir los
mosquitos a la botella de bioensayo y botella wheaton de 250ml.

5.4 Bioensayos en mosquitos adultos

Se utilizaron botellas wheaton de 250 ml. Se obtuvo el insecticida permetrina de
una solucién stock con el ingrediente activo (I.A.) y se prepararon las diluciones
correspondientes para probar las dosis de 21.5, 43, 86 y 172 pg de L.A. por botella. Se
utilizd 1.0 ml de acetona como vehiculo. Tanto la acetona como el L.A. se vertieron en la
botella y ésta se rotd de manera vigorosa para que se impregnara completamente,
después se colocod en una gaveta con la rosca semi cerrada para que finalmente se

evaporara la acetona y quedaran los residuos de permetrina, se prepard un control con 3
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repeticiones, para cada concentracion a prueba. El control fue la botella con 1.0 ml de
acetona.

Una vez colocados los mosquitos dentro de las botellas con las diferentes dosis y
en el control, con un cronémetro se realizd el conteo de mosquitos muertos y se llevo un
registro en intervalos fijos de tiempo hasta obtener el 100% de mortalidad o bien
completar una hora de registro. Con estos datos se generaron curvas de mortalidad
dependientes del tiempo y se determind la dosis diagnostico (DD) que fue la CL .

Ya establecida la DD se sometieron un total de 4000 mosquitos al bioensayo,
fueron separados en categoria muerto o vivo y se numeraron, finalmente se colocaron

en el congelador para analisis posterior.

5.5 Pruebas bioquimicas en mosquitos adultos

El procedimiento de las técnicas utilizadas en este estudio bioquimico fueron las
utilizadas por el CDC en Atlanta, Georgia en Estados Unidos. Primero se realiz6 la
preparacion del mosco, para esto se requiere un buffer (K;PO,) ver anexo para la
preparacién, se homogeniz6 a cada mosco y se le agregd6 900 pl del buffer,
aproximadamente.

Se prepararon los reactivos para el analisis de 6 enzimas involucradas en la
detoxificacion de insecticidas, en los anexos se muestra el material, la preparacion y las
cantidades utilizadas especificamente de cada reactivo, para cada una de las enzimas.

Se tomaron aliquotas de 100 pl del homogenato y se transfirieron a pocillos de

una microplaca.
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Mil hembras adultas fueron analizadas. Se evaluaron 6 diferentes enzimas de
resistencia para cada mosquito: acetilcolinesterasa (AChE), acetilcolinesterasa insensible
(1IAChE), a y Pesterasas, oxidasas de funcion multiple (MFO) y glutation S-transferasas
(GST). Se utilizd6 un control positivo y negativo por placa de acuerdo a la prueba
enzimatica. Se registraron los valores de absorbancia en un lector de placas marca
Benchmark (Biorad), ver figura 18, seleccionando el filtro especifico para la lectura de

cada enzima, ver anexo I.

Figura 18 Lector de placas Benchmarck (Biorad) y microplacas con papeletas de
resultados

64




5.6 Interpretacion de resultados y andlisis estadistico

Los datos de absorbancia se capturaron en una base de datos en el programa
excel, posteriormente se realizd una comparacion en el nivel de actividad para cada una
de las enzimas entre organismos vivos y muertos. La cepa susceptible New Orleans se
utilizd como estandar de referencia.

Esta poblacion al igual que las demas fue sometida a la dosis diagndstico
obtenida de permetrina y se le aplico el mismo procedimiento.

El valor maximo de absorbancia resultante para cada una de las pruebas se
utilizd6 como umbral de tolerancia. Con este umbral se obtuvo el porcentaje de la
poblacion que sobrepasd este umbral y que podria indicar que la poblacién esta
seleccionando un mecanismo enzimatico de detoxificacion especifico. Esto se realizo
tanto en los mosquitos vivos como muertos. Con el paquete estadistico SPSS, se realizé
un analisis de ANOVA con una significancia de P<= 0.05 y una comparacion multiple
de medias (prueba de Tukey), para comparar la actividad enzimatica entre las cuatro
poblaciones de hembras adultas y la cepa susceptible New Orledns, de esta manera
poder concluir si existe algin mecanismo enzimatico de resistencia seleccionado en

dichas poblaciones.
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5.7 Andlisis de susceptibilidad en larvas

5.7.1 Determinacion de la linea concentracion-mortalidad en larvas.

Se utilizaron las siguientes formulaciones:
malation al 50% ( liquido ) presentacion comercial.
temefos al 50 % ( liquido ) presentacion comercial.
bifentrina grado técnico (cristales)
cipermetrina grado técnico ( solido )

permetrina grado técnico ( sélido )

Figura 19 Insecticidas utilizados.

Las diferentes formulaciones fueron evaluadas sobre larvas de 3er estadio tardio
y 4to. temprano, las cuales fueron colocadas en vasos de plastico desechables con
capacidad para 120 ml ; los cuales contenian 100 ml de agua declorada. Para determinar
cada una de las concentraciones de los diferentes insecticidas, se formul6 una solucion al

1 % como solucion stock, para posteriormente obtener el rango de concentraciones
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apropiado para cada uno de los bioensayos. Las formulaciones comerciales se
prepararon en agua y los insecticidas grado técnico en acetona.

Cada bioensayo se constituyo de 6 concentraciones diferentes y tres repeticiones
cada una, ademas de un testigo por cada una de las diferentes concentraciones. Cada
bioensayo se repitid en tres ocasiones registrandose la mortalidad cada 24 hrs. Se
llevaron a cabo los bioensayos para la obtencion de las concentraciones que presentaran
resultados de mortalidad entre el 10 y 90 %, los resultados de mortalidad, se sometieron
a un analisis de regresion log-Probit método de maxima verosimilitud Finney (1977), y

en caso de mortalidad en el testigo se empled la formula de Abbott (1925).

5.7.2 Establecimiento de los bioensayos

Un total de 5 bioensayos se realizaron con un numero variable de
concentraciones de los diferentes insecticidas (malation, temefos, bifentrina,
cipermetrina y permetrina.) fueron realizados con tres repeticiones y 25 individuos por

repeticion en cada ocasion.

Figura 20 Recipientes de bioensayos en larvas de Ae. aegypti.
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6. RESULTADOS
6.1 Dosis diagnostico
La concentracion que matd al 100 % de los mosquitos en el menor tiempo fue
172 pg/ml. Esta se establecié como la DD a la cual se sometieron los mosquitos de las

cuatro poblaciones.
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Figura 21 Curvas de tiempo-mortalidad para permetrina. Se observan las dosis de
prueba para la dosis diagnostico (DD) en las poblaciones: (a)Culiacan, (b)Mazatlan,

(c)Compostela y (d)Tepic. + 21.5 uL; ® 43 uL; A 86 uL; 6 172 uL.
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6.2 Umbral de tolerancia en la cepa de referencia

En la siguiente tabla se observan los niveles maximos de absorbancia obtenidos

para la cepa de referencia New Orledns.

Tabla IV

Miéximos valores de absorbancia obtenidos en mosquitos adultos vivos y muertos para
cada enzima.

Enzima Vivos Muertos
a esterasas 0.489 0.621
B esterasas 0.993 0.628
GST-asas 0.052 0.065
MOF 0.141 0.182
AChE 0.29 0.23
iAChE 0.011 0.031

TablaV

Porcentaje de la poblacion de mosquitos que sobrepas6 el umbral de tolerancia.

Enzima Culiacan Mazatlan Compostela Tepic

(%) Vv M \" M Vv M \' M

aesterasas 986 466 842 34.2 97.4 7.6 97.6 47.2
B esterasas 99.2 63.6 14.2 98.2 814 90.2 53.8 97.2
GST-asas 42 23.8 35 28.2 28.2 29.8 57 39
FOM 718 222 76 16.6 67.6 194 67 294
AChE 7.2 8.6 0.8 27.8 2.8 17.4 5.2 2.6
IAChE 87.4 4.2 67.4 22 26.4 178 178 234

V= mosquitos vivos, M= mosquitos muertos
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6.3 Mecanismos asociados a la resistencia de permetrina

En la tabla V, se observan los porcentajes de cada poblacion que sobrepaso el
umbral de tolerancia establecido con la cepa susceptible de referencia, New Orleans
(NO). En la poblacion de Culiacan se encontré6 que el mecanismo mas importante de

detoxificacion de permetrina es acetilcolinesterasa insensible (IAChE) ya que el 87.4%

de la poblacion en moscos adultos vivos se ubicéd por encima del umbral de tolerancia

(0.01Inm) y solo el 4.2% en adultos muertos. Otro mecanismo importante fue o

esterasas con el 98.6% de los moscos sobrevivientes a la dosis de 172 pl, ubicandose

por arriba del umbral de tolerancia (0.489 nm) y el 40.6% de los moscos muertos. Cabe
mencionar que el mecanismo de AChE (Acetilcolinesterasa) presentd el porcentaje mas
bajo en el analisis de moscos sobrevivientes, Unicamente el 7.2% pasé el umbral de
tolerancia (0.29 nm) y en moscos muertos el 8.6% de la poblaciéon sobrepaso el umbral
(0.23 nm). En la poblacion de mosquitos en Mazatlan las a esterasas son el mecanismo
mas importante en la detoxificacion de permetrina ya que el 84.2% de los mosquitos
sobrevivientes pasaron el umbral de tolerancia (0.993 nm) y sélo el 34.2% de los
mosquitos muertos se localizaron en niveles mas altos de absorbancia. Aqui al igual que
en la poblacion de Culiacan la iAChE es el mecanismo de menor porcentaje dentro de la

poblacion tanto de mosquitos vivos (0.8%) como muertos (27.8%).

70




Se considera que las Oxidasas de Funcion Multiple (MFO) contribuyen

ampliamente en la detoxificacion de permetrina en esta poblacion, debido a que el 76%
de los mosquitos sobrevivientes paso el umbral de 0.141 nm y en los mosquitos muertos
solo el 16.6% sobrepasd niveles de absorbancia mas altos que 0.182 nm. En la poblacion
de mosquitos de Compostela las o esterasas son el mecanismo con el mas alto porcentaje
de sobrevivientes (97.4%) al umbral de tolerancia (0.489nm). Solamente el 7.6% de los
mosquitos muertos sobrepasaron el umbral (0.621nm). La iAChE presentd los
porcentajes mas bajos de la poblacion que sobrepasaron los umbrales anteriormente
mencionados siendo el 2.8% en mosquitos sobrevivientes y 17.4% en mosquitos
muertos. En la poblacion de Tepic, las o esterasas fue el mecanismo con el mas alto
porcentaje (97.6%) de la poblacion que sobrepasé el umbral de tolerancia, en
comparacion con el 47.2% de los mosquitos muertos. Al igual que en las poblaciones
anteriores la iAChE present6 los porcentajes mas bajos de la poblacion que sobrepaso el

umbral de tolerancia 5.2% y 2.6% para mosquitos vivos y muertos respectivamente.

6.4 Actividad enzimatica dentro de los grupos principales de enzimas

detoxificativas.

6.4.1 En mosquitos que sobrevivieron a la dosis diagnostico de permetrina
En la tabla siguiente se muestra la media y desviacién estandar, asi como la
prueba Tukey (P<=0.05). Se compara la actividad enzimatica en mosquitos adultos

vivos en las cuatro poblaciones, ademas la cepa de referencia New Orleans.
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Tabla VI

Media y desviacion estandar de cada mecanismo asociado con la resistencia a insecticidas en las cuatro poblaciones de mosquitos

Vvivos.

o Esterasas B Esterasas MFO GST iAChE
Poblacion
VIVOS X DE X DE X DE X DE X DE
N O 0.39034e 0.05050 0.90868d 0.05275 0.0847 e 0.018379 0.0264b 0.016527 0.00232a 0.003008
Cul 0.92826a 0.08057 1.23513a 0.09888 0.18174b 0.071395 0.0413b 0.071173 0.00832b 0.027509
Maz 0.53000d 0.07415 0.77724e 0.13744 0.17237d 0.056379 0.0324b 0.053308 0.0200b 0.034747
Comp 0.58930c 0.08510 1.08171b 0.15360 0.18934a 0.083489 0.0107b 0.095529 -0.025b 0.047965
Tep 0.82687b 0.36777 0.96356c 0.15805 0.17738c 0.076722 0.061a 0.15530 0.0189b 0.11373

NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

Nota: Letras diferentes indican diferencia significativa.

(P<=0.05)
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Como se puede observar en la tabla anterior (tabla VI), las enzimas o ,
esterasas y las oxidasas de funcion multiple (MFO) muestran diferencia significativa en
todas las poblaciones expuestas a permetrina con respecto a la cepa de referencia (NO).
En relacion a la enzima glutation s-transferasas (GST) la poblacion de Tepic fue la
unica que tuvo diferencia significativa mientras que la enzima acetilcolinesterasa
insensible (1IAChE) la cepa de referencia fue la que mostro esta caracteristica.

Los valores de absorbancia promedio para el mecanismo de o esterasas se

muestran en la siguiente figura.

1.6 -
E New Orleans
1.4 4 I Culiacan
HEl Mazatlan
I Compostela
1.2 [ 1 Tepic
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o-esterases  p_esterases MFO GST iAChE

Figura 22 Absorbancia (nm) promedio entre las cuatro poblaciones de adultos vivos y la
cepa New Orleans, de cada una de las enzimas analizadas.
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Se puede apreciar que el valor de absorbancia promedio para la enzima [} esterasa
fue menor en la poblacion de Mazatlan con respecto a todas las demés. En las enzimas
oxidasas de funcion multiple (MFO) y la acetilcolinesterasa insensible (1IAChE) en la
poblacion de referencia (NO) se obtuvo un promedio menor de absorbancia en
comparacion con el resto de las poblaciones. Para la enzima de glutatién s-transferasa
(GST), a diferencia de las anteriores, fue la poblacion de Compostela la que mostrd el

promedio de menor absorbancia.

6.4.2 En mosquitos que no sobrevivieron a la dosis diagnéstico de

permetrina

En la tabla VII podemos observar la media y desviacion estandar obtenida para
las poblaciones de mosquitos muertos. Aqui podemos notar que el mecanismo de o
esterasas en las poblaciones de Tepic y Culiacan tuvieron diferencia significativa (P<=
0.05), en relacion con las otras poblaciones. Para la enzima (B esterasa todas las
poblaciones tienen diferencia significativa. En las poblaciones de Compostela y Tepic, el
mecanismo de oxidasas de funcion multiple, también mostraron diferencia significativa,
lo cual que no se observa entre las poblaciones de NO, Culiacan y Mazatlan. No hubo
diferencia significativa entre ninguna de las poblaciones para los mecanismos de las

enzimas glutation s-transferasa y acetilcolinesterasa insensible.
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Tabla VII

Media y desviacion estandar de cada mecanismo asociado con la resistencia a insecticidas en las cuatro poblaciones de mosquitos

muertos.
Poblacién o Esterasas B Esterasas MFO GST iAChE
MUERTOS X DE X DE X DE X DE X DE
N O 0.55283 0.021879 0.51084e 0.035267 0.12559c 0.018152 0.0378a 0.009676 0.0375b 0.009765
Cul 0.6079 b 0.12236 0.71274d 0.11497 0.14172c 0.044963 0.0173a 0.08047 -0.002d 0.028058

Maz 0.59061c 0.15013 0.80500a 0.17477 0.13835c 0.045124 0.0376a 0.05717 0.00128e 0.066169
Comp 0.52391c 0.056466 0.72628c 0.14311 0.014994a 0.072556 0.0107a 0.095562 -0.0212c 0.047855
Tep 0.68332a 0.23814 0.77431b 0.11676 0.16468b 0.10265 0.0231a 0.11736 -0.059a 0.11439

NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

Nota: Letras diferentes indican poblaciones que presentan una diferencia significativa.
(P<=0.05)
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En la figura 23 se muestra la absorbancia promedio obtenida para cada enzima

por poblacion. Aqui vemos que en las o esterasas, § esterasas y las oxidasas de funcioén

multiple (MFO) es mayor en Culiacan, Mazatlan Compostela y Tepic que en la cepa de

referencia (NO); ocurriendo lo contrario para las glutation s-transferasas y las

acetilcolinesterasa insensible.

1.4

1.2 1

1.0

Absorbance

a-esterases

[-esterases
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H New Orleans
[ Culiacan
[ Mazatlan
B Compostela
B Tepic

GST iAChE

Figura 23 Absorbancia (nm) promedio entre las cuatro poblaciones de adultos muertos
y la cepa New Orledns, de cada una de las enzimas analizadas.
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6.4.3 Comparacion entre mosquitos que sobrevivieron a la dosis diagnéstico

de permetrina y mosquitos que no sobrevivieron.

A continuacion se muestran las tablas y figuras de la comparacion entre
poblaciones de mosquitos hembras adultas que sobrevivieron y que no sobrevivieron,

incluyendo los cinco principales mecanismos detoxificativos asociados a insecticidas.

Tabla VIII
Media y desviacion estandar de o esterasas en mosquitos vivos y muertos de todas las
poblaciones.

a Esterasas

Poblacién X DE
1 NO vivos 0.39034 g 0.050508
2 NO muertos 0.55283 e 0.021879
3 Culvivos 0.92826 a 0.080578
4 Cul muertos 0.60793d 0.12236
5 Maz vivos 0.53000 f 0.074155
6 Maz muertos 0.59061 de 0.15013
7 Comp vivos 0.58930 de 0.085103
8 Comp muertos 0.52391 f 0.056466
9 Tep vivos 0.82687 b 0.36777

0.68332 c 0.23814
NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

10 Tep muertos

Como se puede apreciar en la tabla previa existe diferencia significativa entre
NO vivos (G) y NO muertos (E), lo mismo que entre los grupos de Culiacan vivos (A)y
Culiacan muertos (D), asi mismo hubo dicha diferencia también entre los grupos de
Mazatlan vivos (F) y Mazatlan muertos (D) (E) al igual que entre los grupos de
Compostela vivos (D) (E) y Compostela muertos (F) y entre Tepic vivos (B) y Tepic
muertos (C).
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Tabla IX

Media y desviacion estandar de § esterasas en mosquitos vivos y muertos de todas las
poblaciones.

B Esterasas

Poblacion X DE

1 NO vivos 0.90868 d 0.052753
2 NO muertos 0.51084 g 0.035267
3 Culvivos 1.23513 a 0.098883
4 Cul muertos 0.71274 f 0.11497
5 Maz vivos 0.77724 e 0.13497
6 Maz muertos 0.80500 e 0.17477
7 Comp vivos 1.08171b 0.15360
8 Comp muertos 0.72628 f 0.14311

9 Tep vivos 0.96356 c 0.15805
10 Tep muertos 0.77431 e 0.11676

NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

En relacion con la enzima [ esterasa se puede apreciar en la tabla
correspondiente que existe diferencia significativa entre los grupos de vivos y muertos
de las poblaciones NO, Culiacan, Compostela y Tepic, no encontrandose diferencia

significativa entre los grupos de Mazatlan vivos (E) y Mazatlan muertos (E).
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Tabla X

Media y desviacion estandar de oxidasas de funcion multiple (MFO) en mosquitos vivos

y muertos de todas las poblaciones.

MFO
Poblacién X DE
1 NO vivos 0.0847 f 0.018379
2 NO muertos 0.12559 e 0.018152
3 Culvivos 0.18174 ab 0.071395
4 Cul muertos 0.14172d 0.044963
5 Maz vivos 0.17237 ab 0.056379
6 Maz muertos 0.13835 ¢ 0.045124
7 Comp vivos 0.18934 a 0.083489
8 Comp muertos 0.14994 ¢ 0.092506
9 Tep vivos 0.17735 ab 0.076722
10 Tep muertos 0.16468 c 0.10265

NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

En la tabla del mecanismo de oxidasas de funcion multiple puede apreciarse

diferencia significativa entre los grupos de NO vivos (F) y NO muertos (E), Culiacan

vivos (A) (B) y Culiacan muertos (D), Mazatlan vivos (A) (B) y Mazatlan muertos (E),

Compostela vivos (A) y Compostela muertos (C), asi como entre Tepic vivos (A) (B) y

Tepic muertos (C).
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Tabla XI

Media y desviacion estandar de glutation s-tranferasas (GST) en mosquitos vivos y
muertos de todas las poblaciones.

GST-asas
Poblacién X DE
1 NO vivos 0.0264 b 0.016527
2 NO muertos 0.0378 a 0.009676
3 Culvivos 0.0413 cd 0.071173
4 Cul muertos 0.0173 de 0.080476
5 Maz vivos 0.0324 d 0.053308
6 Maz muertos 0.0376 cd 0.057173
7 Comp vivos 0.0058 f 0.087542
8 Comp muertos 0.0107 e 0.095529
9 Tep vivos 0.0617 c 0.15530
10 Tep muertos 0.0231 de 0.11836

NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

El mecanismo de glutation s-transferasas (GST) tuvo una diferencia significativa
entre las poblaciones de mosquitos vivos y muertos en la poblacion de New Orleans
(NO) (A) y (B) respectivamente; entre Compostela vivos (F) y Compostela muertos (E)
al igual que entre Tepic vivos (C) y Tepic Muertos (D) (E). No hubo diferencia
significativa entre los grupos de Culiacan vivos y Culiacdn muertos ni entre Mazatlan

vivos y Mazatlan muertos.
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Tabla XI1

Media y desviacion estandar de acetil coliesterasa insensible (IAChE) en mosquitos
vivos y muertos de todas las poblaciones.

iAChE
Poblacién X DE
1 NO vivos 0.00232 bc 0.0033008
2 NO muertos 0.0378 a 0.0096767
3 Culvivos 0.00832 bc 0.027509
4 Cul muertos -0.0020 d 0.028058
5 Maz vivos 0.0200 ab 0.034747
6 Maz muertos 0.00128 cd 0.066169
7 Comp vivos -0.025 e 0.047965
8 Comp muertos -0.0212 e 0.047855
9 Tep vivos 0.0189 bc 0.11373
10 Tep muertos -0.059 f 0.11439

NO= New Orleans, Cul= Culiacan, Maz= Mazatlan, Comp= Compostela, Tep= Tepic.

En la tabla de la enzima acetilcolinesterasa insensible podemos observar que hay
diferencia significativa entre las poblaciones de vivos y muertos de NO, Culiacan,
Mazatlan y Tepic. No existe diferencia significativa entre las poblaciones de Compostela

vivos (E) y Compostela muertos (E).
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Figura 24 Comparacion de mosquitos vivos y muertos entre todas las poblaciones, se muestran los cinco principales
mecanismos enzimaticos.
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Como se observa en la figura 24, para la enzima o esterasa las poblaciones de
NO muertos y Mazatlan muertos mostraron un mayor promedio de absorbancia con
respecto a sus contrapartes de mosquitos vivos. Por el contrario las poblaciones de
Culiacan, Compostela y Tepic mostraron mayor promedio de absorbancia en sus
poblaciones de mosquitos vivos. El promedio de absorbancia obtenido para la enzima 3
esterasa fue mayor en todas las poblaciones de mosquitos vivos, excepto en Mazatlan,
donde fue mas alto en la poblaciéon de mosquitos muertos. El promedio de absorbancia
obtenido para las enzimas oxidasas de funcion multiple (MFO), en todas las poblaciones
de mosquitos vivos, fue mayor excepto en la de NO. El promedio de absorbancia
obtenido para glutation s-transferasas result6 mayor en las poblaciones de mosquitos
muertos de NO y Compostela, siendo muy acentuada esta diferencia en la primera.
Ocurre lo contrario en las poblaciones de Culiacan y Tepic en donde el promedio de
absorbancia mayor se obtuvo en las poblaciones de mosquitos vivos. No se observo una
diferencia clara en el promedio de absorbancia de GST, entre las poblaciones de
mosquitos vivos y muertos de Mazatlan. El promedio de absorbancia obtenido para la
enzima acetilcolinesterasa insensible fue mayor en las poblaciones de mosquitos vivos
de Culiacan, Mazatlan y Tepic con respecto a sus poblaciones de mosquitos muertos.
Por el contrario el promedio mayor de absorbancia para dicha enzima en la poblaciéon de
NO se obtuvo en los mosquitos muertos. No se aprecia diferencia en el promedio de
absorbancia de AChE, entre las poblaciones de mosquitos vivos y muertos de

Compostela.
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6.5 Susceptibilidad larvaria en 10 poblaciones de Veracruz

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en la determinacion de la
linea concentracion-mortalidad para cada uno de los insecticidas probados (temefos,
malation, permetrina, cipermetrina y bifentrina) por localidad.

Se determinaron los rangos de concentracion minimos y méaximos en los cuales
se obtuvieran resultados de mortalidad de por lo menos 10 al 90 % con la finalidad de
hacer un analisis y asi determinar las lineas de concentracion-mortalidad para larvas de
Ae. aegypti para los insecticidas antes mencionados en las 10 localidades del Estado de

Veracruz (figura 25 y tabla XIII).
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Figura 25 Concentracion (ppm) de cada insecticida para determinar linea de concentracion-
mortalidad de Ae. aegypti en 10 poblaciones del Estado de Veracruz.
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Tabla XI11

Rangos de concentracion de cada insecticida para determinar la linea concentracion-
mortalidad en larvas.

Rango de concentracion

INSECTICIDA (ppm) INDIVIDUOS Repeticiones
Temefos 0.001-0.008 300 12
Malation 0.10-0.25 300 12
Permetrina 0.00001-0.00003 300 12
Cipermetrina 0.0000009 — 0.00006 300 12
Bifentrina 0.000008 - 0.0001 300 12

6.5.1 Temefos

Los resultados de CLsy y CLys se presentan en la tabla XIV, figura 26. Los
valores de CLs para temefos (del mayor al menor) de las 10 poblaciones de Ae. aegypti
se comportaron de la siguiente manera: MTZ>PC=Y=LT>PS=D>C>RT=SA>M.
Aunque se presentaron diferencias en los valores numéricos de la CLsg la diferencia no
fue significativa (p<=0.05), debido a que hubo traslape en todos los valores de intervalo
de confianza obtenidos para cada localidad. Los valores de mayor CLos se registran para
Dobladero seguido por Lerdo de Tejada, Cosoleacaque, Minatitlan, Sayula para el cual
se obtuvo el mismo valor que para Rodriguez Tejeda, seguido de Martinez de la Torre,
Yanga, Paso del Cedro y el menor valor para Palma Sola. Al igual que para la CLsy

aunque diferencia numérica, ésta no fue significativa (p<=0.05).
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Tabla X1V

Susceptibilidad larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de temefos el
Estado de Veracruz .

LOCALIDADES CLs Limite Inf.- Limite CLgs Limite Inf.- Limite
(ppm) Sup. (ppm) Sup.
(50%CL) (95%CL)
MTZ 0.00444 (0.00419-0.00471) 0.02042 (0.01730-0.02506)
PS 0.00441 (0.00416-0.00467) 0.02007 (0.01705-0.02456)
PC 0.00442 (0.00416-0.00468) 0.02037 (0.01726-0.02499)
Y 0.00442 (0.00417-0.00468) 0.02039 (0.01728-0.02502)
RT 0.00439 (0.00414-0.00466) 0.02073 (0.01752-0.02553)
D 0.00441 (0.00416-0.00469) 0.02132 (0.01795-0.02641)
LT 0.00442 (0.00417-0.00470) 0.02113 (0.01781-0.02612)
SA 0.00439 (0.00414-0.00466) 0.02073 (0.01752-0.02553)
C 0.00440 (0.00415-0.00468) 0.02090 (0.01764-0.02578)
M 0.00434 (0.00409-0.00461) 0.02080 (0.01756-0.02564)

MTZ= Martinez de la Torre, PS= Palma Sola, PC= Paso del Cedro, Y = Yanga, RT= Rodriguez Tejeda,
D= Dobladero, LT= Lerdo de Tejada, SA= Sayula de Aleman, C= Cosoleacaque, M= Minatitlan.
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Figura 26 Respuesta larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de
temefos el Estado de Veracruz .
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6.5.2 Malation

Los resultados de CLsy y CLos se presentan en la tabla XV, figura 27. Los
valores de CLs( para malation (del mayor al menor) de las 10 poblaciones de Ae. aegypti
se comportaron de la siguiente manera: Y>MTZ>RT>PS=PC=D=LT=SA=C=M.
Aunque se presentaron diferencias en los valores numéricos de la CLsy entre las
localidades de Yanga, Martinez de la Torre y Rodriguez Tejeda, entre ellas mismas y
entre éstas y el resto, las diferencias no fueron significativas (de acuerdo a que hubo
traslape en todos los valores de intervalo de confianza obtenidos para cada localidad)
(p<0.05).

Los valores de mayor CLos se registran para Martinez de la Torre seguido por
Palma Sola y este ultimo registrando el mismo valor que para Paso del Cedro,
Dobladero, Lerdo de Tejada, Sayula de Aleman, Cosoleacaque y Minatitlan y estos a su
vez registran mayor valor que Yanga, seguido por Rodriguez Tejeda, quién registra un
valor menor de CLos. Al igual que para la CLso aunque diferencia numérica, ésta no fue

significativa (p<=0.05).
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Tabla XV

Susceptibilidad larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de malation en el
Estado de Veracruz

LOCALIDADES CLsy(ppm) Limite Inf. Limite = CLgs (ppm) Limite Inf. —Limite
Sup. (50%CL) Sup.(95%CL)
MTZ 0.16936 0.16404-0.17480 0.38934 (0.35917-0.42916)

( )

PS 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)
PC 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)
Y 0.16962 (0.16432-0.17505) 0.38843 (0.35851-0.42788)
RT 0.16863 (0.16332-0.17404) 0.38781 (0.35784-0.42735)
D 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)
LT 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)
SA 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)
C 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)

M 0.16833 (0.16301-0.17376) 0.38863 (0.35843-0.42853)

MTZ= Martinez de la Torre, PS= Palma Sola, PC= Paso del Cedro, Y = Yanga, RT= Rodriguez Tejeda,
D= Dobladero, LT= Lerdo de Tejada, SA= Sayula de Aleman, C= Cosoleacaque, M= Minatitlan.

Respuesta larvaria a malation
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Figura 27 Respuesta larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de malation
en el Estado de Veracruz.
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En el caso de malation, tanto para la CLsy como CLgs practicamente el 70% de
las localidades presentaron el mismo valor. Esto a diferencia de temefos en donde se

encontrd mayor variacion en la respuesta.

6.5.3 Permetrina

La poblacion mas susceptible en base a CLs resultd ser la fue Palma Sola,
seguido por el grupo formado por Martinez de la Torre, Paso del Cedro, Yanga,
Rodriguez Tejeda, Sayula de Aleman, Cosoleacaque y Minatitlan y los mayores valores
para Lerdo de Tejada y Dobladero, respectivamente. En este caso también se obtuvo el
mismo valor para el 70% de las localidades (tabla XVI, figura 28). No se encontrd
diferencia significativa debido al traslape de los intervalos de confianza (p<= 0.05).

En el caso de la CLys las poblaciones presentaron mayor variacion en su
respuesta, los valores de mayor a menor fueron:
C>D>M>LT>SA>RT=PC>MTZ>Y>PS coincidiendo Palma Sola con la mayor
susceptibilidad a permetrina en base a CLsp y CLys , aunque las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (p<=0.05).
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Tabla XVI

Susceptibilidad larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de permetrina en el

Estado de Veracruz

LOCALIDADES CLs Limite Inf. — Limite CLos Limite Inf. — Limiye
(ppm) Sup. (ppm) Sup.
(50%CL) (95%CL)
MTZ 0.000056 (0.000052-0.000060) | 0.000340 | (0.000289-0.000410)
PS 0.000054 (0.000051-0.000058) | 0.000290 | (0.000251-0.000344)
PC 0.000056 (0.000052-0.000060) | 0.000342 | (0.000291-0.000413)
Y 0.000056 (0.000053-0.000061) | 0.000329 | (0.000281-0.000394)
RT 0.000056 (0.000052-0.000060) | 0.000342 | (0.000292-0.000413)
D 0.000057 (0.000053-0.000061) | 0.000352 | (0.000300-0.000426)
LT 0.000057 (0.000053-0.000061) | 0.000348 | (0.000296-0.000420)
SA 0.000056 (0.000052-0.000061) | 0.000345 | (0.000294-0.000417)
C 0.000056 (0.000052-0.000060) | 0.000393 | (0.000277-0.000387)
M 0.000056 (0.000052-0.000061) | 0.000351 (0.000298-0.000424)

MTZ= Martinez de la Torre, PS= Palma Sola, PC= Paso del Cedro, Y = Yanga, RT= Rodriguez Tejeda,
D= Dobladero, LT= Lerdo de Tejada, SA= Sayula de Aleman, C= Cosoleacaque, M= Minatitlan.
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Figura 28 Respuesta larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de
permetrina en el Estado de Veracruz.
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6.5.4 Cipermetrina

Para cipermetrina (tabla XVII, figura 29) tenemos que la poblacién menos
susceptible en base a la CLsy fue MTZ>PS=PC=Y=D=LT=C>SA>RT=M, en este caso
el 60% de las localidades presentaron la misma respuesta al insecticida. Para el caso de
la CLos al igual que para temefos, malation y permetrina, se presentd la mayor variacion
en las poblaciones de Ae. aegypti estudiadas. Los valores de CLgs de mayor a menor
fueron: LT>PC>D>PS>Y>RT>SA>C>M>MTZ. Las diferencias registradas en los
valores de CLsg y CLos no fueron significativas (hay traslape en los valores de intervalo
de confianza al 95%).

Tabla XVII

Susceptibilidad larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de cipermetrina en
el Estado de Veracruz

LOCALIDADES CLso Limite Inf. — Limite CLgs Limite Inf. — Limite
(ppm) Sup. (ppm) Sup.
(50%CL) (95%CL)
MTZ 0.000020 0.000017-0.000022 0.000480 0.000336-0.000746
PS 0.000019 0.000016-0.000022 0.000694 0.000456-0.001173
PC 0.000019 0.000017-0.000023 0.000799 0.000514-0.001393
Y 0.000019 0.000016-0.000022 0.000691 0.000455-0.001166
RT 0.000017 0.000015-0.000020 0.000651 0.000426-0.001110
D 0.000019 0.000016-0.000022 0.000763 0.000494-0.001321
LT 0.000019 0.000016-0.000022 0.000808 0.000518-0.001417
SA 0.000018 0.000016-0.000021 0.000633 0.000422-0.001050
C 0.000019 0.000016-0.000022 0.000574 0.000389-0.000929
M 0.000017 0.000014-0.000019 0.000521 0.000357-0.000831

MTZ= Martinez de la Torre, PS= Palma Sola, PC= Paso del Cedro, Y= Yanga, RT= Rodriguez Tejeda,
D= Dobladero, LT= Lerdo de Tejada, SA= Sayula de Aleméan, C= Cosoleacaque, M= Minatitlan
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Respuesta larvaria a cipermetrina
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Figura 29 Respuesta larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de
cipermetrina, en el Estado de Veracruz.

6.5.5 Bifentrina

Los resultados se presentan en tabla XVIII y figura 30. En base a los valores de
CLs la poblacion larvaria menos susceptible fue la de PC, siendo mayor que LT y SA,
estas ultimas mayores a MTZ, Y, RT, D, C y M , siendo menos susceptibles a PS. La
poblacion larvaria del 60% de las localidades registro la misma respuesta a bifentrina.
Los valores de CLgs indican mayor variacion en la respuesta de las poblaciones larvarias
de Ae. aegypti , encontrando mayores para: PC >D >LT >SA> M> RT> Y>
C>PS>MTZ. En ninguno de los casos se registra diferencia significativa en la
susceptibilidad de Ae. aegypti a la bifentrina (p<=0.05). Cabe sefalar que este

insecticida no ha tenido historia de uso en México para el control de este vector.
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Tabla XVIII

Susceptibilidad larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de bifentrina en el
Estado de Veracruz.

LOCALIDADES CLs Limite Inf. - Limite CLgs Limite Inf. - Limite
(ppm) Sup. (ppm) Sup.
(50%CL) (95%CL)
MTZ 0.000043 (0.000040-0.000046) 0.000270  (0.000228-0.000330)
PS 0.000041 (0.000038-0.000044) 0.000276  (0.000230-0.000341)
PC 0.000047 (0.000043-0.000051)  0.000361  (0.000294-0.000461)
Y 0.000043 (0.000040-0.000047) 0.000292  (0.000244-0.000361)
RT 0.000043 (0.000040-0.000047) 0.000294  (0.000246-0.000364)
D 0.000043 (0.000040-0.000047) 0.000315  (0.000260-0.000394)
LT 0.000044 (0.000040-0.000047) 0.000305 (0.000253-0.000380)
SA 0.000044 (0.000040-0.000047) 0.000302 (0.000252-0.000376)
C 0.000043 (0.000040-0.000047) 0.000291  (0.000243-0.000359)
M 0.000043 (0.000040-0.000047) 0.000295 (0.000246-0.000366)

MTZ= Martinez de la Torre, PS= Palma Sola, PC= Paso del Cedro, Y = Yanga, RT= Rodriguez Tejeda,
D= Dobladero, LT= Lerdo de Tejada, SA= Sayula de Alemén, C= Cosoleacaque, M= Minatitlan
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Figura 30 Respuesta larvaria de Ae. aegypti a diferentes concentraciones de
bifentrina en el Estado de Veracruz
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7. DISCUSION

La dosis diagndstico en mosquitos adultos obtenida por Flores y colaboradores
en el 2005, para el Estado de Baja California fue 172 pg/ml, al igual que para las
poblaciones de Nayarit y Sinaloa. Fue la mas alta concentracion probada , siendo la
menor 21.5 pg/ ml, a pesar de esto la presion ejercida sobre la poblacion expuesta no
fue suficiente para revelar resultados claros, lo que sugiere que se pueden probar dosis
con mayor concentracion del ingrediente activo.

En relacion con los mecanismos asociados a la resistencia a permetrina, otros
autores (Mazzari y Georghiou, 1995), realizaron un estudio con 3 poblaciones de Aedes
aegypti (L), para analizar la resistencia a temefos, malation y proporxur, se realizaron
pruebas con el sinergista piperonil butéxido (un inhibidor de oxidasas). Las pruebas
bioquimicas mostraron cantidades significativas en la actividad de esterasas, mientras
que la acetilcolinesterasa insensible no mostrd estar involucrada en la resistencia a
organofosforados o carbamatos. En contraste, en la poblacion de Culiacan se encontrd
que la acetilcolinesterasa insensible es un mecanismo muy importante para la
detoxificacion de piretroides, en especifico permetrina. Sin embargo no existe evidencia
clara de que este sea el mecanismo Unico seleccionado debido a que otras enzimas como
oxidasas de funcion multiple y o esterasas mostraron una alta actividad en las pruebas

bioquimicas.
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Algunos autores sugieren que las glutation s-tranferasas no tienen un papel
primordial en la detoxificacion de permetrina (Vulule et al., 1996), en apoyo a esto los
resultados del presente estudio mostraron porcentajes de la poblacion en mosquitos
sobrevivientes ligeramente mas altos que en los moscos muertos, lo que indica que esta
enzima no esta siendo un mecanismo seleccionado para detoxificar permetrina en
ninguna de las cuatro poblaciones estudiadas.

Otro estudio con Aedes aegypti (L) en el Estado de Baja California México, para

probar bioquimicamente enzimas relacionadas con la resistencia mostro una alta
proporcion en la actividad de o y B esterasas asi como, glutation s-transferasas, sin

embargo no revel6 un patron claro de resistencia a permetrina para dicho Estado (Flores

et al., 2005). A pesar de esto, en la localidad de Compostela se presentd una actividad
muy alta de o esterasas en la poblacion de mosquitos sobrevivientes, lo que indica que

este mecanismo es primordial para detoxificar permetrina, al menos para esta zona en
particular, ya que la diferencia en el porcentaje de los mosquitos vivos y muertos que
sobrepasaron el umbral de tolerancia no es muy alta.

Un estudio en Kenia (Vulule et al., 1999), sobre la tolerancia a permetrina en el
mosquito Anopheles gambie midi6 la actividad de oxidasas en dos poblaciones, de la
cuales una estaba expuesta a redes impregnadas de dicho insecticida y la otra no. Se
encontrd que la poblacidon expuesta presentaba niveles mas altos en la actividad de

oxidasas en comparacidn con la poblacion no expuesta.
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Posteriormente se realizaron pruebas con un inhibidor de la actividad de oxidasas
(piperonil-butéxido), lo que provoco alta mortalidad de los mosquitos sometidos a estas
pruebas, indicando que el mecanismo de oxidasas de funcion multiple (MFO) es
seleccionado para metabolizar permetrina. Es importante subrayar que a diferencia de lo
encontrado en el estudio previamente citado nosotros obtuvimos mayor actividad de
otras enzimas, como por ejemplo las o esterasas en todas las poblaciones analizadas,
aunque se trata de una especie diferente de mosquito, a pesar de que se tratd con el
mismo insecticida. Asi en el Estado de Sinaloa y en el de Nayarit, encontramos que la a
esterasa fue uno de los mecanismos de resistencia mas evidentes en las poblaciones de
mosquitos vivos. En cambio la enzima acetilcolinesterasa no fue un mecanismo
relevante en el desarrollo de la resistencia a permetrina. Los resultados sugieren que las
poblaciones de mosquitos en estos estados presentan un incremento en la participacion
de las oxidasas de funcion multiple en la adquisicion de resistencia a permetrina.

Conviene hacer hincapié, que en la poblacién de mosquitos vivos las o esterasas,
las B esterasas y las oxidasas de funcion multiple tuvieron diferencia significativa con
respecto a la cepa de referencia y entre todas las poblaciones de Sinaloa y Nayarit. La
enzima acetilcolinesterasa, por el contrario solo mostrd diferencia significativa con
respecto a la cepa New Orleans pero no obtuvo diferencia significativa con los demas
poblaciones.

Es importante destacar que en nuestro estudio las a y P esterasas son los
mecanismos asociados a resistencia a permetrina mas importantes coincidiendo con los
resultados encontrados por Flores en el 2006 en Quintana Roo, donde las a y B esterasas

fueron los mecanismos de detoxificacion en los mosquitos hembras.
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De manera general podemos decir que en los Estados de Nayarit y Sinaloa no
hay un mecanismo unico y exclusivo de detoxificacion de permetrina, sin embargo
destaca el mecanismo de a esterasas en ambos casos. La diferencia significativa entre las
poblaciones de vivos y muertos para este grupo de enzimas lo corroboran, sin embargo,
también se encontr6 diferencia significativa entre poblaciones con otros tipos de enzimas
asociadas a la resistencia, por ejemplo oxidasas de funcién multiple. Estos resultados
son similares a los encontrados en el Estado de Quintana Roo (Flores et al., 2006),
donde se cuantificaron los mismos mecanismos enzimaticos de detoxificacion también
para el insecticida permetrina, y donde a pesar de que no se revelé un mecanismo Unico
de detoxificacion, el nivel de actividad de a esterasas también fue mayor. La resistencia
a organofosforados en Culex sp., Anopheles sp ¢ incluyendo a Aedes sp., se han
relacionado a altos niveles de esterasas, las cuales actiian haciendo lento el metabolismo
del insecticida. Se sabe que las esterasas tienen diversas funciones en insectos entre las
cuales se encuentran proteélisis, funcionamiento del sistema nervioso, metabolismo
hormonal y metabolismo de xenobioticos. Diversos estudios en insectos indican una
relevancia especifica de las esterasas en el metabolismo de xenobidticos incluyendo Ae.
aegypti. La resistencia en este vector indica que este es uno de los factores mas
importantes en los programas de control de dengue (Flores et al., 2006).

En las dos poblaciones del Estado de Sinaloa (Culiacan y Mazatlan), la enzima
glutation s-tranferasa no mostr6 diferencia significativa, lo que puede indicar que este
mecanismo no participa de manera importante para detoxificar al piretroide permetrina,

en dicho Estado.
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La enzima J esterasa mostrd diferencia significativa (P<=0.05) entre todas las
poblaciones de mosquitos vivos y muertos excepto en la poblacion de Mazatldn, ademaés
de que la absorbancia promedio para dicha enzima en la poblacion de mosquitos muertos
es ligeramente mayor que en los mosquitos vivos. Sucedi6é lo mismo en el Estado de
Baja California entre las poblaciones de Tijuana y Loreto, donde tampoco se obtuvo
diferencia significativa entre ellas y los valores de absorbancia promedio también fueron
muy similares (Flores et al., 2005). Los valores promedio que se obtuvieron para el
Estado de Quintana Roo también fueron muy parecidos entre las poblaciones de
mosquitos de Isla Mujeres y Solidaridad y en las cuales tampoco se observo diferencia
significativa (Flores et al., 2006).Tanto en el analisis realizado en Quintana Roo como
en Baja California, los valores de absorbancia promedio de la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) y la enzima acetilcolinesterasa insensible (1AChE), fueron menores que la cepa
de referencia New Orleans (NO), que es igual a lo obtenido en las poblaciones de
Sinaloa y Nayarit. Estos resultados sugieren que AChE y 1AChE no son mecanismos
importantes de detoxificacion de permetrina, en el vector Aedes aegypti (L), en los tres
Estados antes mencionados.

Otro aspecto que no permite definir un mecanismo unico de detoxificacion de
permetrina en Sinaloa y Nayarit es que se observan valores promedio de absorbancia
mayores en algunas poblaciones de mosquitos muertos, como es el caso de a esterasas
en las poblaciones de New Orleans y Mazatlan. Esta caracteristica esta mas marcada en

las GST en la poblacion de referencia New Orleans.
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Sin embargo para la mayor parte de las poblaciones los mosquitos vivos
obtuvieron los valores promedio mas altos, en cada enzima probada.

En relacion con la susceptibilidad larvaria en Veracruz, algunos autores
establecen que el numero de poblaciones de insectos vectores resistentes es dependiente
del volumen y frecuencia de aplicacion de insecticidas utilizados para su control, ademas
de las caracteristicas inherentes de las especies involucradas. En el caso particular de Ae.
aegypti en Veracruz, el uso de insecticidas tales como temefos, larvicida y malatiion
como adulticida (ahora substituido por Aquareslin® Super, [.A. permetrina) han sido la
herramienta de control mas utilizada contra este vector, situacion general en todo
Meéxico. Es de suponerse que las poblaciones se veran afectadas de manera variable
dependiendo de la historia de aplicacion. Los resultados de susceptibilidad de Ae.
aegypti, basados en CLsy y CLo¢s nos muestran una homogeneidad en la respuesta
(mortalidad) a través de las diferentes localidades estudiadas y en cada uno de los
insecticidas probados. Esto es mas evidente en la susceptibilidad a temefos y malathion.
En el caso particular de piretroides existe una variacion en la susceptibilidad mas
marcada y siendo mas evidente para el caso de la CLos.

Si comparamos los resultados de susceptibilidad a temefos en Ae. aegypti con los
resultados obtenidos por Rodriguez y colaboradores en 1999 en una poblacion de
Santiago de Cuba, podriamos concluir que las poblaciones de Veracruz son mas
susceptibles a dicho larvicida. En este caso no podriamos hablar de niveles de
resistencia ya que en la presente investigacion no se establecio la respuesta de una

poblacion susceptible del mosquito.
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Los resultados presentados aqui nos demuestran una parte inicial de un estudio
integral para la deteccion de resistencia de las poblaciones del vector en campo. Un
estudio mas completo incluiria bioensayos con adultos y posteriormente pruebas
bioquimicas y herramientas moleculares. Sin embargo, los estudios de susceptibilidad
utilizando la técnica de bioensayo son una herramienta primordial para establecer un
panorama general sobre la efectividad, no comprobada, que los plaguicidas podrian estar
teniendo o no en el campo.

Los bioensayos han sido utilizados tradicionalmente, en el estudio de la
resistencia a insecticidas, pero estos requieren de un gran nimero de mosquitos para
producir una base de datos minuciosa. Estos métodos permiten cuantificar el nivel de
resistencia a insecticidas, pero no detectan los mecanismos responsables de esta. Los
métodos de deteccion de los mecanismos de resistencia permiten conocer los fenotipos
multirresistentes mediante el uso de ensayos replicados, ademds proveen mas
informacion por insecto sobre el estado de la resistencia a insecticidas en una poblacion
de mosquitos y sus patrones de resistencia cruzada y detectan con precision el nivel
genotipico. Esto diferencia los individuos resistentes homocigdticos de los
heterocigdticos. Por consiguiente en estos ensayos bioquimicos se puede evaluar el
efecto de un tratamiento con plaguicidas en el campo, al medir la frecuencia de genes de
los mecanismos de resistencia especificos, y la posible disminucion de la frecuencia de
estos genes en ausencia de presion selectiva con plaguicidas. Toda esta informacion es
importante a la hora de tomar decisiones sobre la politica de uso de insecticidas en los

programas de control de Ae. aegypti (Rodriguez et al., 2001).
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Una de las estrategias para evitar la aparicion de resistencia serian las rotaciones
o mosaicos de insecticidas. Se han aplicado modelos matematicos para estimar como
utilizar estas herramientas de manera 6ptima, sin embargo, raramente se han probado en
campo (Hemingway y Ranson 2000).

En este caso las técnicas bioquimicas y moleculares para la estimacion de
frecuencia de genes de resistencia, las estrategias de manejo de resistencia en campo

serian mas practicas.
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8. CONCLUSIONES

La dosis diagndstico obtenida en poblaciones adultas de Aedes aegypti (L) al
insecticida permetrina fue 172 pg/ml en los Estados de Nayarit y Sinaloa, México.

La méxima variacion en la respuesta de las poblaciones larvarias en base a CLsgy
CLys se obtuvo para los insecticidas piretroides y dentro de estos para cypermetrina,

seguido de bifentrina y permetrina.

Las poblaciones larvarias de Yanga y Minatitlan, respecto a los valores minimos
y maximos de CLos fueron las menos susceptibles al insecticida malation. Para el
insecticida temefos la poblacion de Dobladero fue menos susceptible que Palma Sola,
que mostré menos susceptibilidad que Martinez de la Torre, resultando ser la menos
susceptible Minatitlan. Para los insecticidas permetrina, cipermetrina y bifentrina las

poblaciones larvarias mostraron una alta susceptibilidad.

La heterogeneidad en la respuesta a estos insecticidas es explicada por la historia
reciente de uso de los piretroides en el Estado de Veracruz. Esto a su vez explica la
homogeneidad en la respuesta a temefos y malation. Sin embargo, aunque no podemos
hablar de resistencia a estos insecticidas organofosforados, los resultados obtenidos
sugieren un estrechamiento en la curva de distribucion de susceptibilidad de Ae. aegypti,
lo que resultaria en pendientes de la linea dosis-mortalidad mayores y a su vez una

tendencia hacia resistencia.
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Hay diversos mecanismos que determinan el nivel de resistencia a permetrina en
las poblaciones de adultos, los mas destacados son o y 3 esterasas.

Cabe senalar que en otros mecanismos como oxidasas de funciéon multiple los
porcentajes de los mosquitos vivos que sobrepasaron el umbral de tolerancia muestran
una tendencia a la participacion de dichas enzimas en la detoxificacién de permetrina

sobretodo en la poblacion de Mazatlan.

De los mecanismos enzimaticos asociados a la resistencia a permetrina se puede
concluir por su cuantificacién que el orden de mayor a menor en los poblaciones del
Estado de Sinaloa es el siguiente o esterasas, [ esterasas, acetilcolinesterasa insesible
(1IAChE), oxidasas de funcion multiple (MFO), glutation s-transferasas vy
acetilcolinesterasa (AChE). En las poblaciones del Estado de Nayarit es o esterasas,

oxidasas de funcion multiple (MFO).

En lo referente a los mecanismos enzimaticos de GST y la acetilcolinesterasa
insensible (IAChE) no se encontraron resultados concluyentes.

Tanto en las poblaciones del Estado de Sinaloa como en las poblaciones del
Estado de Nayarit el mecanismo de menor participacion es la enzima acetilcolinesterasa

(AChE).
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9. APENDICE

NV

Equipo para Bioensayo

Botellas de vidrio (Wheeaton) 250 ml de capacidad.
Recipientes desechables con capacidad 250/500mL)
Jaulas

Charolas de plastico

Alimento para peces para larvas

Ratones para alimentar mosquitos adultos

Aspirador de mosquitos

NV

[l

Material para pruebas bioquimicas

Micropipetas
Microplacas

Lector de placas

NV

Reactivos
Stock de Permetrina Acetilcolina (ATCH) iodizada
Temefos Ingrediente Activo Acido dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
[ naftil acetato Propoxur
o naftil acetato Buffer K3PO4
O- dianizidina Metanol
3,3, 5,5 Tetrametil- Benzidina Buffer acetato de Na

Dihidrocloride (TMBZ)
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%ﬁ‘

Preparacién de reactivos

o Buffer de fosfato de potasio (K3POy)
Mezclar: 6. 6gr de fosfato de potasio dibasico
1.7gr de fosfato de potasio monobasico
1000 mL de agua bi-destilada
Ajustar el pHa 7.2
Este buffer se utilizara en varias pruebas y se puede almacenar por tiempo indefinido a

temperatura ambiente.

e Buffer acetato de sodio NaC,H30;
Mezclar: 83mL de acetato de sodio 3m con 900 mL de agua vi destilada
Ajustar el pH a 5 con acido acético glacial
Ajustar el volumen final a 1 L.
Este buffer serd utilizado en los ensayos de oxidasas y puede ser almacenado
indefinidamente a temperatura ambiente.
El NaC,H30; 3m puede prepararse disolviendo 408.1g de NaC,H30, en 800mL de agua;

ajustando el volumen final a 1L.
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e Ensayo de esterasas (no especificas)
Preparar -naftill acetato:
Disolver: 56mg de B-naftil acetato
20ml de acetona
Afadir: 80 ml de K3POq4
Conservar a 4 °C
Preparar dianisidina y almacenar a 4 °C en ausencia de luz. El color suele ser
amarillo palido. Pesar 100mg de 0-dianisidina tetrazoide. Adherir 100 mL de agua bi-
destilada Colocar 100uL del homogenato del mosquito en cada pozo.
= Aifadir 100 pL B-naftil acetato en cada pozo
* Mantener 10 min a temperatura ambiente.
= Agregar 100 uL de dianisidina en cada pozo
* Incubar 2 min y leer usando filtro de 540 nanometros
control positivo: B-naftil

control negativo: Buffer (K;PO,)

e Glutation S-transferasas (GST)

Se emplea para medir el nivel de glutation S —tranferasas

Preparar glutation reducido:
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Mezclar: 61mg de glutation reducido
100 mL del buffer de K3;PO4

Puede ser viable hasta 4 dias a temperatura de 4 °C

Preparacion CDNB

Disolver: 20 mg 1-cloro-2-4’-dinitrobenceno
10 mL Acetona
90 mL del buffer K;PO4
Su caducidad es de 3 0 4 diasa 4 °C
» Colocar 100uL del homogenato del mosquito en cada pozo
= Agregar 100puL de glutation reducido
= Agregar 100uL cDNB
= Leer la placa To a 340nm
» Volver a leer la placa a los 5 min
Obtener diferencia entre To al T
Control : vacio
e Reaccion de oxidasas (MFO)
Mide los niveles de peroxidasas

Preparar TMBZ

50 mg 3,3, 5,5 -tetrametil-benzidina
Dihidrocloride TMBZ

25 mL de metanol
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Anadir: 75 mL de 0.25m del buffer acetato de Na
Se puede almacenar por pocos dias y se debe desechar cuando la coloracioén se torne
azul palido.
=  Verter 100 uL del homogenato
* Afadir 100 pL. de TMBZ
= Agregar 1 gota (25 uL de peroxido de hidrogeno al 3%)
= Incubar por 5 min. leer la micro placa usando el filtro de 620 nm
= El pH del buffer acetato de sodio debe ser 5, ajustar el pH con acido acético.
Control positivo = Citocromo C
Control negativo = Buffer (KsPOy)
e Acetil colinesterasa (AChE)
Mide la cantidad de acetil colinesterasa.

Preparar ATCH

Disolver: 75mg de acetilcolina iodide (ATCH) iodizada
10mL de acetona
Agregar:  90mL del buffer K;PO4
Se mantiene viable alrededor de 3 0 4 dias a4 °C

Preparar DNTB

13mg de &cido dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
100mL del buffer K3POy4

Se mantiene viable aproximadamente 4 dias a 4 °C
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= Colocar 100 uL del homogenato del mosquito

= Agregar 100 pL de ATCH en cada pozo

=  Agregar 100 uL de DNTB en cada pozo

= Leer la placa inmediatamente (To) a 414nm

= Leerlaplacaalos 5 min (T5) a414nm
Encontrar la diferencia entre los tiempos de lectura

Control negativo: buffer K5PO,.

e Acetil Colinesterasa insensible (IAChE)
Determinar si esta presente la acetil colinesterasa

Preparar ATCH

Disolver: 75mg de acetilcolina iodide (ATCH) iodizada

21 mg de propoxur
10mL de acetona
Afiadir:  90mL del buffer K3sPOy4
Este es bueno por 3 0 4 dias a 4°C

Preparar DNTB

13mg de acido dithio-bis-2-nitrobenzoico
100mL del buffer K3POy4
A 4 °C es viable por 4 dias.

=  Colocar 100 pL del homogenato

= Agregar 100 pL de ATCH en cada pozo
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= Agregar 100 uL de DNTB en cada pozo

= Leer la placa en tiempo inicial (To) a 414nm

= Leerlaplacaalos 10 min (Tj)a414nm
Restar la lectura del To al Ty

Control negativo: buffer K5PO,.
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