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RESUMEN

La ciudad de Mérida, Yucatan cuenta con estaciones climaticas anuales bien definidas,
lluvias y secas, propiciando el desarrollo del mosquito Aedes aegypti, vector del virus
dengue. El aumento en el nimero de mosquitos trae consigo el extensivo uso del control
quimico, con periodos prolongados de una misma molécula insecticida contra la fase
aérea y acudtica del mosquito, favoreciendo el desarrollo de resistencia a los mismos.
Por lo anterior, se determind la susceptibilidad de adultos Ae. aegypti a permetrina,
deltametrina, fenotrina, y de larvas al temefos. Se caracterizaron los mecanismos
enzimdticos de resistencia en poblaciones de Ae. aegypti de Mérida, Yucatin,
recolectadas en época de lluvias (afio 2007 y 2009) y secas (afio 2007, 2008, 2009 y
2010). Para los bioensayos con larvas se us6 la metodologia de la OMS (1981). Para los
adultos se utiliz6 la técnica de botella impregnada (Brogdon y McAllister 1998) con la
cual se determinaron los pardmetros de: concentraciéon knockdown media CKso,
concentracion letal media CLsy, tiempo knockdown medio TKsp y tiempo letal medio
TLso. Se utilizé la técnica de Brogdon et. al. (1997a, 1998b) para determinar enzimas
destoxificativas. Las poblaciones larvarias de Ae. aegypti mostraron alta resistencia al
temefos, tanto las poblaciones de época de secas del 2007(38X), 2008(18.4X),
2009(20X), 2010(19X), como lluvias del 2007 (18X) y 2009(19.6X). Todas las
poblaciones de adultos de Ae. aegypti, mostraron alta resistencia al derribo a la
permetrina (secas 2007-12.5X, 2008-18.3X, 2009-19.6X y 2010-30.4X, lluvias 2007-
20.2X y 2009-20.8X) y fenotrina (secas 2007-37.5X, 2008-182.2X, 2009-173.6X y
2010-178.4X, lluvias 2007-43.9X y 2009-180.1X). En todas las poblaciones también se
encontrd alta resistencia post-recuperacion con permetrina (época de secas 2007-25X,
2008-30X, 2009-30.8X, 2010-44X, época de lluvias 2007-31X y 2009-31.4X) y
fenotrina (época de secas 2007-41X, 2008-158X, 2009-220X y 2010229X, época de
lluvias 2007-50X y 2009-226X). Con deltametrina se encontré variacion en la
resistencia, mostrandose poblaciones con resistencia alta a moderada al derribo (época
de secas 2007-21.6X, 2008-8.2X, 2009-12X, 2010-9.7X, época de lluvias 2007-10.2X,
2009-10.2X). Lo mismo con la resistencia post-recuperacion (época de secas 2007-33X,
2008-8X, 2009-9.5X, 2010-8.5X y lluvias 2007-9.5X, 2009-9X). Los niveles de
resistencia al derribo y post-recuperacion exhibidos por las poblaciones adultas de Ae.
aegypti correspondientes a la época de lluvias fueron significativamente diferentes a los
niveles presentados por las poblaciones de adultos de las épocas de secas. La presencia
de enzimas de resistencia fue variable en las poblaciones, las enzimas a-esterasas se
presentaron elevadas significativamente en los mosquitos expuestos a permetrina y
temefos, o y B-esterasas en mosquitos expuestos a deltametrina, a-esterasas y oxidasas
de funcién mdltiple en mosquitos expuestos a fenotrina. Al no encontrar correlacion
entre la variacién de la susceptibilidad de las poblaciones de una temporada a otra y los
mecanismos enzimdticos de resistencia encontrados como alterados, no pueden
relacionarse llevando a cabo una funcion destoxificativa, por lo que es posible que se
encuentren realizando otra funcién. Los resultados sugieren que las poblaciones
estudiadas han estado sometidas a una fuerte presion de seleccion en el campo, resultado
de una aplicacion continua de temefos por més de 30 afios y permetrina por mas de 10
afios, aunado al efecto de insecticidas aplicados para el control de plagas agricolas y
otras plagas urbanas.
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ABSTRACT

The city of Merida, Yucatan has well-defined annual seasons, rainy and dry, facilitating
the development of Aedes aegypti, vector of dengue virus. The increase in number of
mosquitoes result in extensive use of chemical control over a long period of time against
larvae and adult stages, favouring the development of insecticide resistance. We
determined the susceptibility of adults of Ae. aegypti to permethrin, deltamethrin,
phenothrin, and larvae to temephos. Enzymatic mechanisms of resistance were
characterized in Ae. aegypti from Merida, Yucatan, collected in rainy season of 2007
and 2009, and dry season of 2007, 2008, 2009 and 2010. Larval bioassays were carried
out using the WHO (1981) method. Bottle bioassays were done to determinate adult
susceptibility (Brogdon and McAllister 1998), calculating: median knockdown
concentration (CKsp), median lethal concentration (LCsy), median knockdown time
(TKsp) and median lethal time (TL50). Brogdon et. al. (1997a, 1998b) technique was
used to determine detoxificative enzymes. Larval populations of Ae. aegypti showed
high resistance levels to temephos, in both dry season of 2007 (38X), 2008 (18.4X),
2009 (20X), 2010 (19X) and rainy season of 2007 (18X) and 2009 (19.6X). Adult
populations of Ae. aegypti, showed high levels of knockdown resistance to permethrin
(dry season 2007-12.5X, 2008-18.3X, 2009-19.6X y 2010-30.4X, rainy season 2007-
20.2X y 2009-20.8X) and phenothrin (dry season 2007-37.5X, 2008-182.2X, 2009-
173.6X y 2010-178.4X, rainy season 2007-43.9X y 2009-180.1X). All populations
showed high post-recovery resistance to permethrin (dry season 2007-25X, 2008-30X,
2009-30.8X, 2010-44X, rainy season 2007-31X y 2009-31.4X) and phenothrin (dry
season 2007-41X, 2008-158X, 2009-220X y 2010-229X, rainy season 2007-50X vy
2009-226X). Populations showed levels of knock-down resistance to deltamethrin high
to moderate (dry season 2007-21.6X, 2008-8.2X, 2009-12X, 2010-9.7X, rainy season
2007-10.2X, 2009-10.2X). The same with post-recovery resistance (dry season 2007-
33X, 2008-8X, 2009-9.5X, 2010-8.5X, and rainy season 2007 9.5X, 2009-9X. Knock-
down and post-recovery resistance levels exhibited by Ae. aegypti adult populations
corresponding to rainy season were significantly different from dry season. o-esterases
enzymes were significantly elevated in mosquitoes exposed to permethrin and temephos,
a and [B-esterases in mosquitoes exposed to deltamethrin, a-esterases and multiple
function oxidases in mosquitoes exposed to phenothrin. In examining the association
between the LCsy values and over-expressed enzyme levels in surviving populations
from one season to another, there were no significant correlation values thereby no
fulfilling the criteria proposed to associate an enzyme mechanism with resistance to
insecticide. The results suggest that the studied populations have been subject to strong
selection pressure in the field, result of continuous application of temephos for over 30
years and permethrin for over 10 years, coupled with the effect of insecticides applied to
agricultural and urban pests.
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Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

1. INTRODUCCION

El dengue se ha considerado en afios recientes la enfermedad transmitida por
vectores mds importante a nivel mundial (OMS, 2012). En nuestro pais, la prevencion y
control del mosquito vector del dengue Aedes aegypti (L.) ha tomado relevancia,
considerdndosele uno de los programas prioritarios en salud publica. Las estrategias
basicas de prevencion estdn enfocadas al control del vector y éstas se fundamentan en la
bionomia del mosquito.

En México como en otros paises el control de vectores transmisores de
enfermedades se ha hecho basado principalmente en el uso de insecticidas, ejemplo de
esto es el DDT, el cual fue usado indiscriminadamente en la década de los 60°s para el
control de la malaria, eventualmente se siguieron utilizando otros insecticidas como
malatién como adulticida y temefos como larvicida. Para el control de Ae. aegypti se
utiliz6 hasta 1999 el malatiéon como adulticida en aplicaciones espaciales ULV y en
presentaciéon de granulo el temefos como larvicida sobre contendores de agua que
pudieran representar criaderos para las larvas de Ae. aegypti (Ferndndez 1999), siendo
hasta la fecha el uso de este ultimo interrumpido. A partir de 1999 el principal
insecticida utilizado en México para control del mosquito adulto Ae. aegypti fue la
permetrina junto con el sinergista piperonil butdxido en una formulacién acuosa
(Aquareslin ®) (Norma Oficial Mexicana, S.S.A 2002), usandose por mas de 10 afios
consecutivos. El primero de junio del 2011 una nueva version de la norma de control de
vectores fue publicada (NOM-032-SSA2-2010), la misma establece las caracteristicas

que los insecticidas deben tener para el control de mosquitos vectores en México, sin
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especificar cudles insecticidas deben usarse pero uno de los puntos importantes es que la
poblacién sobre la cual se aplicara no exhiba resistencia a los mismos.

La aplicacion de plaguicidas constituye una poderosa fuerza evolutiva, al
permitir la sobrevivencia de aquellos individuos que poseen una o varias caracteristicas
fenotipicas de resistencia y éstos heredan esa capacidad a sus descendientes. Por tal
motivo, podemos afirmar que el uso correcto de un plaguicida efectivo sobre una
poblacién susceptible, produce cambios génicos, genotipicos y fenotipicos que se
traducen tarde o temprano en la falta de control en campo a la dosis empleada
(Rodriguez, 2005). La resistencia a insecticidas puede deberse principalmente al
incremento en la actividad metabdlica y/o alteraciones en el sitio blanco. Tres familias
de enzimas estdn mayormente involucradas en la resistencia metabdlica: las
carboxylesterasas, las monoxidasas del citocromo P450 y las glutation-s-transferasas
(GST) cuya amplificacion genética es inducida en los organismos por exposicion a los
insecticidas pudiendo generar resistencia a la mayoria ellos (Hemingway y Ranson,
2000). Por otro lado, mutaciones puntuales en el gen que codifica para el canal del sodio
han sido descritas y asociadas con la resistencia a DDT y piretroides en Ae. aegypti
(Brengues et al, 2003; Saavedra et al., 2007; Yanola et al., 2011), donde el aminodcido
resultante ocasiona una reduccion en la unién al insecticida sin pérdida de la funcioén
primaria del sitio blanco.

La distribucién del dengue obedece a determinantes de tipo geograficos, que
condicionan su aparicién e incidencia estacional, su afeccién universal a grupos
humanos, al vector y a su patron de transmision (CDC, 1995). La ciudad de Mérida en
el estado de Yucatdn cuenta con dos estaciones climdticas anuales bien definidas, lluvias
y secas, ademds de fendmenos hidrometeoroldgicos el resto del afio. Lo anterior propicia
el desarrollo del mosquito Ae. aegypti. El aumento en el nimero de mosquitos va

seguido de un reforzamiento del control quimico, eliminando aquellos individuos
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susceptibles, superviviendo los resistentes y favoreciendo el desarrollo de resistencia a

insecticidas.
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2. HITPOTESIS

La presion de seleccion ejercida en las poblaciones de Ae. aegypti en funcion a
dos épocas de transmision de dengue afectard la magnitud y mecanismos de resistencia a

insecticidas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar susceptibilidad y mecanismos de resistencia a temefos, permetrina,
deltametrina y fenotrina en poblaciones de Aedes aegypti (L.) de dos épocas del afio,

coincidentes con las temporadas de brote de dengue en Mérida, Yucatén.

3.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

3.2.1 Determinar la concentracién letal cincuenta (CLsy) para temefos en
poblaciones larvarias de Ae. aegypti recolectadas en la localidad de Chuburna de
Hidalgo en Mérida, Yucatidn correspondientes a €poca de secas y lluvias de los afios

2007 al 2010.

3.2.2  Determinar el nivel de resistencia al temefos (FRcrs0) en poblaciones

larvarias de Ae. aegypti.

3.23 Determinar la  CK50, TK50 y CL50 y TL50 para permetrina,

deltametrina y fenotrina en adultos Ae. aegypti recolectadas en la localidad de
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Chuburna de Hidalgo en Mérida, Yucatdn correspondientes a época de secas y lluvias

de los anios 2007 al 2010.

3.2.6 Determinar el nivel de resistencia al derribo (knockdown) FRpksp y post-

recuperacion FRcyso a permetrina, deltametrina y fenotrina

3.2.7 Caracterizar mecanismos enzimadticos de resistencia asociados a temefos,
permetrina, deltametrina y fenotrina recolectadas en la localidad de Chuburna de
Hidalgo en Mérida, Yucatidn correspondientes a €poca de secas y lluvias de los afios

2007 al 2010.

Gabriela Gonzilez Olvera | 6



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

4. ANTECEDENTES

4.1 Aedes aegypti: Biologia, importancia como vector y control.

Aedes aegypti (L.) es un mosquito perteneciente al orden Diptera, familia
Culicidae y subfamilia Culicinae. Se distribuye ampliamente en las regiones tropicales y
subtropicales del globo, entre los 35° latitud Norte y 35° latitud Sur. Ae. aegypti es un
insecto con metamorfosis completa, su ciclo biolégico consiste en cuatro etapas: huevo,
larva, pupa y adulto. Los huevos son depositados individualmente en sustratos himedos
que son sujetos a inundacién, preferentemente recipientes artificiales domiciliares y
peridomiciliares (Gordon, 1988). En condiciones ideales, la eclosion ocurre en un par de
dias, sin embargo, los huevos pueden mantener su viabilidad hasta por més de un afo,
dependiendo de la fuente de reservas y las condiciones ambientales (Eldrigde, 2005).

Los estadios larvarios se desarrollan en hébitats acudticos, donde la principal
fuente de alimento consiste en micro biota filtrada por las partes bucales de la larva. La
duracion del desarrollo larvario depende de la temperatura del agua, disponibilidad del
alimento y densidad larvaria, variando entre 5 y 14 dias. Después de este periodo, una
segunda metamorfosis ocurre en la fase acudtica para formar la etapa de pupa. La
alimentacion se detiene en la fase de pupa y después de uno a dos dias emerge el adulto
(Eldrigde, 2005).

La etapa adulta consiste en un insecto volador pequefio. Las hembras poseen una
probdscis larga, adaptada para succionar sangre a través de la piel. Los machos, por otro

lado, presentan una probdscis larga adaptada para succionar jugos de plantas y otras
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fuentes de azicar. En forma general ambos requieren carbohidratos como principal
fuente de energia, sin embargo, las hembras dependen de sangre para obtener la energia
necesaria para la produccion de huevos. Las hembras comienzan la biisqueda de sangre
y la principal fuente de atraccién son las trazas de diéxido de carbono y dcido l4ctico
emanadas por el hospedero. Las horas con mayor actividad alimenticia, ocurren entre las
6:00 am a 8:00 am y de 4:00 pm a 7:00 pm (Ferndndez-Salas, 1999). Durante la
alimentacién, las hembras producen anticoagulantes, antihistaminicos y analgésicos que
le permiten ingerir sangre a replecion. Después de la alimentacion, las hembras entran en
un periodo de reposo y las ovariolas comienzan un proceso de oogénesis que después de
3 a 4 dias culmina en la oviposicién de 50 a 120 huevos.

Como la mayoria de los insectos hematéfagos, Ae. aegypti es capaz de ingerir,
incubar y transmitir distintos patogenos después de una alimentacion de sangre
infectada. En el afio 1900, Ae. aegypti fue implicado biologicamente en la transmision
del virus de la fiebre amarilla y en 1903 en la transmision del virus del dengue (Philip y
Rozenboom, 1973).

En forma general, el virus del dengue debe cruzar la barrera del intestino medio
del insecto y posteriormente dispersarse a otros Organos, entre ellos las glandulas
salivales. Este proceso de incubacién toma de 10 a 14 dias. Una vez que el virus alcanza
las gldndulas salivales, el mosquito es considerado infectivo y es capaz de transmitir el
virus por el resto de su vida. La permisividad de un mosquito a infectarse y/o transmitir
el virus, es conocido como competencia vectorial (Hardy, 1988). Las poblaciones de Ae.
aegypti de México, varian en la susceptibilidad a infectarse con el virus del dengue tipo-
2 (Bennett et al., 2002).

Actualmente, Ae. aegypti es considerado el principal vector del virus del dengue
a nivel mundial, esto se debe a su amplia distribucion geogréfica, su alto grado de
susceptibilidad a infectarse con el virus, asi como su cercana asociacion con las

habitaciones humanas. Este mosquito es considerado completamente antropofilico, méas
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atn, el habito de tomar mds de una alimentacién de sangre durante su ciclo gonotréfico
incrementa su capacidad vectorial draméticamente (Platt et al., 1997). La transmisién
del dengue ocurre en forma particular durante los meses del afio con mas lluvia y altas
temperaturas, lo que propicia condiciones necesarias para el desarrollo larval en los
héabitats donde se almacena agua (Gubler y Trent, 1994).

El aumento en la actividad de epidemias por dengue, el desarrollo de
hiperendemicidad y la emergencia de epidemias por dengue hemorrdgico, han sido
generados por diversos factores, entre ellos, cambios demograficos y sociales, reduccion
de recursos para prevencion y control de enfermedades transmitidas por vectores, asi
como cambios en las estrategias de salud publica (Gubler, 1998a).

La prevencion y control del dengue, depende en controlar al mosquito vector Ae.
aegypti dentro y alrededor de los hogares donde ocurre la mayoria de la transmision. En
los ultimos 25 afios, se ha puesto mucho énfasis en la aspersion espacial de insecticidas
(ULV) con el objetivo de eliminar a la etapa adulta, sin embargo, al menos que sean
aplicados dentro de los hogares, estos usualmente son inefectivos (WHO, 1997; Gubler,
1989). Al parecer, la medida mds efectiva para controlar al mosquito transmisor del
dengue es a través de la reduccién de criaderos de larvas, ya sea via eliminacién de
contenedores que almacenan agua o bien mediante el uso de larvicidas.

En las décadas de los 50°s y 60’s, varias campafias para la erradicacion de
vectores de enfermedades fueron implementadas a nivel mundial, entre éstas, la
erradicacion del mosquito Ae. aegypti. Desafortunadamente, todos estos programas han
carecido de sustentabilidad, y una vez que el mosquito y la enfermedad fueron
controlados, los limitados recursos para salud fueron transferidos a otros programas
competentes. Como consecuencia, las poblaciones de Ae. aegypti re infestaron e incluso
invadieron nuevas regiones, al grado de que la ocurrencia de transmisién de dengue

tiene ahora un nivel epidémico (Gubler, 1998b).
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La region de las Américas ha sido una de las mds afectadas por el dengue y su
forma mas grave, la fiebre hemorrigica por dengue. La primera epidemia conocida de
dengue en territorio americano ocurrié en el siglo XVIII. A partir de entonces, esta
enfermedad ha afectado a casi todos los paises de la regién, aunque en la actualidad el
mayor nimero de casos se concentra en América Latina y el Caribe. Mientras que la
primera gran epidemia de fiebre hemorragica por dengue en América ocurrié en Cuba en
1981, con miles de enfermos y 158 fallecidos (Kouri, 2006). De 1980 a 1998 se
reportaron 302, 330 casos de FHD en 24 paises de las Américas, siendo Colombia el
pais con el mayor nimero de casos reportados (80, 310), seguido por Brasil (55, 150),
Venezuela (54, 514), Puerto Rico (41, 942), Nicaragua (36, 257) y Cuba (10, 517)
(Escobar-Mesa et al., 2003).

Actualmente, las campafias de control de Ae. aegypti consisten en la eliminacion
de criaderos de estadios larvarios y en casos de brotes de dengue, la aplicacion espacial
de insecticidas. Usualmente, la eliminacion de pequefios utensilios que tienden a
acumular agua en los patios de las casas, asi como el tratamiento de larvicidas en los
contenedores de agua necesarios para las actividades diarias, son realizados durante las
campaiias de prevencion. En México, el principal insecticida utilizado para controlar a
los estadios larvarios es el organofosforado temefos (Abate®). La medida de emergencia
durante brotes o epidemias de dengue, consiste en la aplicacion de insecticidas en nubes
de gotas de ultrabajo-volimen (ULV). Los principales insecticidas utilizados para esta
finalidad son el organofosforado malation y varios piretroides, entre ellos, deltametrina,
permetrina y lambda-cialotrina.

En México, en los dltimos 11 afios, los principales insecticidas utilizados para
control del mosquito Ae. aegypti, han sido el larvicida organofosforado temefos
(Abate®) y el adulticida permetrina junto con el sinergista piperonil butoxido
(Aquareslin ®) segun la norma oficial mexicana para la vigilancia y control de vectores,

NOM-032-SSA2-2002 (Diario Oficial de la Federacion, México 2003). El 8 de
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septiembre del 2008 se publicé una norma emergente, NOM-EM-003-SSA2-2008 que
establece las caracteristicas que deben tener los insecticidas para el control de vectores
en México incluyendo Ae. aegypti sin especificar que moléculas deben usarse
estableciendo que dependerd de la probada efectividad, no resistencia y caracteristicas
de seguridad relacionadas con la exposicion (Diario Oficial de la Federacion, México
2008).

La nueva tendencia en los programas de control es proveer de sustentabilidad a
los programas mediante el uso de estrategias de reduccion larvaria basadas en la
comunidad. La razon consiste en que el control de Ae. aegypti solo puede lograrse por la
gente que vive en las casas donde la problemdtica ocurre y por la gente que crea los
habitats larvarios debido a sus estilos de vida. Estos programas de participacién
comunitaria requieren de un programa de educacion para la salud extensivo.
Desafortunadamente, esta medida resulta muy lenta, por lo cual se ha propuesto una
combinacién de estrategias, una que permita un éxito inmediato y otra que permita
proveer de sustentabilidad. La efectividad de dichos programas aun no ha sido probado
en campo, siendo un area de oportunidad para las programas de control de vectores.

De acuerdo a la Secretaria de Salud, México ocupa el cuarto lugar en la
transmision del dengue hemorrdgico en América después de Brasil, Colombia,
Venezuela y Honduras, que son los paises mds afectados en los dltimos afios. Desde
1994 se han desarrollado brotes de dengue hemorragico registrindose desde 30 hasta
2000 casos en el 2004, en diferentes estados del pais. Actualmente la relacion de casos

de dengue hemorragico es 1:4, a diferencia de hace 5 afos que era 1:25.

4.2  Insecticidas.
En el siglo XIX ya se conocian los insecticidas naturales para el control de plagas
en animales. En el siglo XX es a partir de la década del 40 donde aparecen los pesticidas

de sintesis. El mdas relevante para aquel momento fue el DDT, un insecticida que

Gabriela Gonzdlez Olvera | 11



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

pertenece a la familia de los clorados, descubierto por Muller en 1939.  El uso de este
insecticida trajo aparejado una serie de inconvenientes, ya que no presenta selectividad,
se acumula en tejidos grasos del hombre y animales y persiste en el medio ambiente. En
estos momentos su uso estd restringido y para algunos paises prohibido. En Alemania
Schrader y otros descubrieron a los compuestos organofosforados, que por su poder
insecticida, su metabolismo en animales y su comportamiento bioquimico reemplazan
rdpidamente a los clorados. Los primeros insecticidas organofosforados fueron muy
téxicos, tal es el caso del paration. En la actualidad los ultimos insecticidas fosforados
tienen una toxicidad més moderada, son ejemplo de ello el diazinon y el clorpirifos. Si
bien no presentan los mismos problemas de persistencia, ni de acumulacién en tejidos
grasos que tienen los clorados, los insecticidas fosforados deben ser utilizados con cierto

control.
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Figura 1. Cronologia del descubrimiento de insecticidas.

En conjuncién con los fosforados aparecen los insecticidas carbdmicos y mas
comunmente carbamatos. Los carbamatos por su cardcter selectivo, que se logra
mediante modificaciones en la estructura del dcido carbdmicos pueden ser activos contra
algunos insectos e inactivos contra otros. Esta caracteristica hace que el uso de muchos
fosforados sea reemplazado por el uso de carbamatos, tales como el propoxur y el

bendiocarb.

Gabriela Gonzdlez Olvera | 13



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

Un capitulo aparte dentro de esta evolucion histérica de los insecticidas es el de
los piretroides. En el mundo, desde el afio 1850 se utiliza el piretro o su extracto vegetal
por su accidn insecticida. A partir de la década del 70 del siglo pasado se sintetizan los
piretroides (piretrinas sintéticas). Estos son insecticidas de tercera generacién, con una
accion andloga a la de las piretrinas.

Los piretroides histéricamente se los puede clasificar en dos grandes categorias:
a. Piretroides foto ldbiles: se descomponen por accion de la luz y la temperatura muy
rapidamente, por lo tanto su uso estd restringido en general a aplicaciones domesticas
(aerosoles, espirales, mats). Son ejemplo de este grupo la aletrina y la resmetrina. b.
Piretroides fotoestables: se caracterizan por ser mds estables a la accién de la luz y
temperatura, esto ha permitido que sean utilizados en aplicaciones residuales, en tareas
de saneamiento ambiental (ej. deltametrina, ciflutrina, etc.)

Los piretroides son quimicamente esteres, es decir que surgen de la combinacion
de 4cido y un alcohol. Presentan una alta potencia insecticida (para algunas especies)
junto con una gran seguridad toxicoldgica. Por su estructura quimica los piretroides son
degradados con facilidad por los diferentes organismos. Las principales reacciones de
degradacion son la hidrdlisis del grupo éster, oxidacion, descarboxilacién y conjugacion.
En suelos y sedimentos se adsorben fuertemente y no se ha demostrado que tengan
tendencia a movilizase con el agua. Por lo tanto, no persisten en el ambiente por largo
tiempo y tampoco tienden a biomagnificarse a través de las redes tréficas (Albert et al.

1990).

4.2.1 Insecticidas Organofosforados.

Los organofosforados son todos aquellos insecticidas quimicamente constituidos
por ésteres de dacido fosforico. Son mas téxicos para los vertebrados que los
organoclorados y no son persistentes en el ambiente, ya que los enlaces éster son muy

susceptibles a la descomposicion bidtica y abidtica. Dentro de este grupo se encuentran
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los insecticidas usados en salud publica, tales como: malatién, fenitrotién, clorpirifos,
fentién, temefos, entre otros (Casida and Quistad, 1998). Temefos cominmente
conocido como ABATE® es el insecticida que ha tenido mayor uso en las Américas,
particularmente en salud publica para el control larval de Ae. aegypti.

El nombre cientifico del temefos es 0,0,0,0’-tetrametil-0,0’-tio-di-p-fenileno,
formula empirica C16H,0O6P,S; y Peso molecular: 466.48. Se presenta en cristales
blancos o incoloros. Tiene tres presentaciones: liquido al 50%, cdpsulas de liberacién

lenta al 5% y granos de arena al 1%.

g o | | FEA g
[ I
F S e P
HCo/ To 0"} ocH,
OCH, OCH,

Figura 2. Estructura quimica del temefos.

Esta clasificado como ligeramente peligroso con una dosis letal aguda en
conejos de 1.300 mg/kg. Los seres humanos pueden absorber el temefos por inhalacién,
ingestion, por la piel y por los ojos.

Una caracteristica de este insecticida es la baja solubilidad en agua razon, por la
cual puede ser aplicado sin riesgos de toxicidad en humanos, sin necesidad de
mediciones estrictas del volumen de los recipientes tratados, por lo que es recomendado
para aplicarse en aguas de consumo humano por la Organizacion Mundial de la Salud.
La dosis de aplicacion generalmente es 1 parte por millon cada seis semanas o 2 partes
por millén si la re-aplicacion se hace posterior a las seis semanas. La aplicacion del
temefos se efectiia en recipientes positivos a larvas como una medida preventiva bdsica
con periodicidad bimestral y en situaciones de emergencia o brotes, previo a estudios

entomoldgicos evaluados con criterios operativos de control.

Gabriela Gonzdlez Olvera | 15



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

4.2.2 Modo de accién de los organofosforados.

Estos insecticidas ejercen su accién toxica a nivel del sistema nervioso
inhibiendo la enzima acetilcolinesterasas, dando como resultado la acumulacion de
acetilcolina (ACh), lo cual interfiere con la transmisién neuromuscular provocando una

sobreexcitacion de los musculos voluntarios y finalmente la pardlisis.

4.2.3 Insecticidas piretroides.

En 1945 se sintetizd el primer piretroide, la retrolona. Los piretroides son
compuestos sintéticos derivados estructuralmente de la piretrina I (uno de los seis
compuestos del piretro) y se encuentra entre los insecticidas mds potentes. LLa mayor
estabilidad de los nuevos piretroides en condiciones de campo le ha abierto grandes
posibilidades de uso como insecticidas agricolas y con fines de salud publica,
anteriormente sus ventajas se veian contrarrestadas por su escasa persistencia y alto
costo.

Los insecticidas piretroides son de amplio espectro y actiian principalmente por
contacto, de modo que pueden usarse para controlar una gran variedad de insectos plaga
en diferentes cultivos, en ganado y en campafas de salud publica. Actiian sobre las fases
larvarias y adultas de lepiddpteros, coledpteros, dipteros (como Ae. aegypti) y
homépteros. No son fitotdxicos en dosis correctas. Son adecuados para regiones de
clima templado a frio, poseen un coeficiente térmico invertido (como el DDT): son
mucho mds efectivos a temperaturas bajas. Es importante mencionar que tiene una
toxicidad aguda relativamente baja para los mamiferos, resultando un control de plagas
mds selectivo y seguro que los organofosforados y carbdmicos. Una de sus desventajas
es su alta toxicidad para la vida acudtica. Aun cuando son mds estables que las
piretrinas, son menos persistentes que los insecticidas organoclorados. El uso de los

piretroides a crecido debido a su alta actividad insecticida (requiriéndose dosis bajas
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para controlar plagas), y por su baja toxicidad para los mamiferos. Los primeros
piretroides con actividad insecticida adecuada eran la resmetrina y cismetrina, sin
embargo eran inestables en el ambiente. En la década de 1970 se logré la sintesis de
otros piretroides, entre ellos: la fenotrina, permetrina y deltametrina. Los piretroides
son compuestos lipofilicos, insolubles en agua, de estabilidad variable ante la luz o
calor, son degradables facilmente por los microorganismos. Por la variedad de sus
estructuras, los piretroides pueden variar considerablemente en sus propiedades (Albert
et al. 1990). Los piretroides para su clasificacion han sido colocados en cuatro categorias
o generaciones. La primera generacion contiene solo un piretroide: la aletrina.
Comercialmente disponible en 1949, marc6é el comienzo de una era de sintesis
complejas, involucrando mds de 22 reacciones quimicas para producir un insecticida; la
aletrina es meramente un duplicado de la cinerina I (un componente del piretro), con un
lado en la cadena mas estable y mas persistente que el piretro. Igualmente efectivo
contra moscas y mosquitos, pero menos efectivo contra cucarachas y otros insectos. La
segunda generacion incluye tetrametina. La cual aparecié en 1965; esta poseia una
fuerza mas grande de derribo que la aletrina y era facilmente sinergizada.

La resmetrina aparecio en 1967, es aproximadamente 20 veces mds efectiva que
el piretro en cuanto al derribo en mosca casera, y no era sinergizado por ningln
sinergista. La bioresmetrina también descrita en 1967, es 50 veces mds efectiva que el
piretro contra moscas caseras normales (susceptibles a insecticidas) y no era
sinergizado con sinergistas del piretro. La resmetrina y la bioresmetrina eran mds
estables que el piretro, pero se descomponian ridpidamente al exponerlos al aire y a la
luz solar, lo cual explica el porqué nunca se desarrollaron para uso agricola. La
resmetrina fue el insecticida de segunda generacién mads utilizado en forma de
aerosoles para el control de insectos voladores y rastreros en interiores de casas. La
bioaletrina (d-trans-aletrina) fue introducida en 1969, es mds potente que la aletrina y

facilmente sinergizada, pero no es tan efectiva como la resmetrina. El ultimo insecticida
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de este periodo fue la fenotrina, introducida en 1973, también es intermedia en cuanto a
calidad y ligeramente incrementado por sinergistas. La tercera generacion incluye
fenvalerato y permetrina, los cuales aparecieron en 1972 y 1973, respectivamente. Estos
se convirtieron en los primeros piretroides agricolas debido a su actividad insecticida
excepcional y su foto estabilidad. Al parecer no son afectados por la luz solar y son
residuales de 4-7 dias sobre las hojas de los cultivos. La cuarta generacion adn sigue en
desarrollo y registro, en esta generacion los porcentajes de aplicacion se han reducido en
comparacion a la generacién anterior. Ejemplos de insecticidas piretroides de cuarta
generacion son la cipermetrina, fenopropatrina, flucitrinato, fluvalinato y decametrina.
Todos estos insecticidas son fotoestables y proveen efectividad residual en el campo

(Bowman et al. 2004).

4.2.4 Modo de accién de los piretroides.

Los piretroides interfieren con las funciones del sistema nervioso y actian sobre

el ax6n en los sistemas central y periférico mediante la interaccién con los canales de
sodio y/o desplazando al 4cido kainico de sus uniones especificas en los mamiferos y en
los insectos. A semejanza de las piretrinas, bloquean los impulsos nerviosos en el nivel
de su transmision final. Los efectos de estos compuestos pueden ser de cuatro tipos:
I. Sobre-excitacién nerviosa sin contracciones musculares, se cree que esta etapa los
efectos son sobre los nervios sensoriales. II. Afeccion de los nervios motores que, en
consecuencia presentan excitaciones sucesivas las que causan contracciones musculares
IIT. Contracciones musculares de larga duracion (30 — 60 segundos) que se deben quizd a
efectos directos de los piretroides sobre los miusculos. IV. Obstruccion total de los
impulsos nerviosos.

La muerte puede sobrevenir a causa de la combinaciéon de dos o mds de estos
mecanismos o de la sucesion de los cuatro. Estudios sobre la interaccion de los

piretroides con las células nerviosas de los insectos han demostrado que al inicio estos
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compuestos estimulan cargas repetidas en dichas células y después las paralizan. La
membrana de las células nerviosas es el sitio en donde los piretroides causan mayor
efecto; en condiciones normales, la célula nerviosa restablece el equilibrio mediante
procesos fisicoquimicos que regulan la relacién sodio-potasio; sin embargo, se ha
establecido que la presencia de piretroides bloquea la conductividad de estos cationes y
provoca pardlisis nerviosa en los insectos intoxicados (efecto de derribo o Knockdown).
Con base a los sintomas de su toxicidad, recientemente los piretroides se han clasificado
en dos grupos: de Tipo I y de Tipo II (Albert et al. 1990). Los signos tipicos de
intoxicacion por los piretroides del Tipo I incluyen hiperexcitabilidad y convulsiones,
mientras que los piretroides del Tipo II causan principalmente ataxia y descoordinacion.
En insectos, los efectos de los piretroides, especialmente los del Tipo I, pueden
desarrollarse en 1-2 minutos después del tratamiento y pueden resultar en la caida, es
decir, en la perdida de la postura normal y de la locomocion. La intoxicacién con
piretroides resulta de sus potentes efectos sobre la generaciéon de impulsos nerviosos
tanto dentro del sistema nervioso central como del periférico. En condiciones normales,
las neuronas poseen un voltaje que traspasa las membranas, de unos -60mV, en el lado
interno. El impulso nervioso o potencial de accidén consiste en una despolarizacion
transitoria (onda positiva) cuya onda de ascenso es impulsada por un influjo de iones
Na+, seguidos por un descenso del flujo hacia afuera de iones K+, estos flujos de iones
ocurren debido a la apertura y cierre de canales idnicos de proteinas que estdn
empotradas dentro de la membrana nerviosa. El potencial de accion se propaga a lo largo
del ax6n hasta que llega a las terminales nerviosas, donde estimula la liberacion de los
trasmisores quimicos. Los compuestos del Tipo I inducen picos multiples de las
descargas en los nervios sensoriales periféricos y de los nervios motores, lo mismo que
las interneuronas dentro del sistema nervioso central. En contraste, los piretroides del
Tipo II despolarizan el potencial de las membranas de los axones, lo cual reduce la

amplitud del potencial de accién y eventualmente lleva a la pérdida de excitabilidad

Gabriela Gonzdlez Olvera | 19



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

eléctrica. Todos estos efectos ocurren porque los piretroides prolongan la corriente que
fluye por los canales de sodio al hacer mas lento o impedir el cierre de los canales. La
sinapsis neuromuscular de los insectos es un blanco especialmente importante para los
piretroides (Blomquist, 2003). Sin embargo a pesar del éxito de este grupo de
insecticidas y de que sélo se ha autorizado un nimero reducido de piretroides, ya se han

registrado casos de resistencia en campo y laboratorio.

4.3 Resistencia y su deteccion en una poblacion: bioensayo.

John Smith en 1887 reconocié la susceptibilidad diferencial de los insectos a
productos quimicos, dando la noticia acerca de variaciones en el control de la escama de
San José Aspidiotus perniciosus Comstock (Lagunes, 1974). Sin embargo el primer dato
formal sobre resistencia en insectos lo proporcioné Melander en 1914, registrando el
fracaso del sulfuro de calcio al no controlar dicha escama. A partir de entonces se han
conocido muchos casos similares, donde cualquier organismo puede generar resistencia
a infinidad de plaguicidas bajo condiciones adecuadas (Georghiou, 1971). Es entonces
cuando surge el concepto de resistencia a insecticidas, el cual es complejo y
controvertido, pues es un fendmeno muy relativo (Brattsten, 1989). Existen varias
definiciones sobre resistencia, como la que da Brown en 1941, quien la definié como el
desarrollo de una habilidad adicional de una raza de insectos a tolerar dosis de téxicos
que son letales para la mayoria de los individuos en una poblacién normal de la misma
especie.

También se ha definido como la capacidad natural que existe en determinadas
poblaciones de insectos de soportar la acciéon de un veneno. La definicion mds aceptada
en la actualidad es la propuesta por la FAO (1979) que enmarca a la resistencia como la
capacidad desarrollada por una poblacion determinada de insectos a 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 los capacita fisioldgica y
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etiolégicamente, para bloquear la accién téxica de un insecticida por medio de
mecanismos metabodlicos y no metabdlicos, y en consecuencia sobrevivir a la exposicion
de dosis que para otros seria letal. Existen otros términos sobre resistencia, tal es el caso
de “Resistencia Cruzada” (Georghiou, 1965) la cual se define como el fendémeno por el
cual una poblacién de artrépodos, sometida a presiéon de seleccién con un plaguicida,
adquiere resistencia a este y a otros insecticidas relacionados toxicolégicamente que han
sido aplicados, pero que son afectados, al menos, por un mecanismo de resistencia
comun (figura 4). De este Gltimo concepto se desprende el término de “Resistencia
Cruzada Negativa”, la cual se presenta cuando una poblacién que ha adquirido
resistencia a un insecticida, regresa a una susceptibilidad cercana a la original, como
consecuencia de la aplicacién de otro insecticida que es toxicoldgicamente diferente
(Lagunes, 1994). Otra forma de resistencia es la multiple, la cual se presenta en una
poblacién que ha adquirido resistencia a varios insecticidas, tanto ha insecticidas a los
cuales se haya expuesto como a los que no haya sido expuesto. En este caso, la
poblacién posee varios mecanismos de resistencia de forma simultinea (Georghiou,

1965).
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Figura 3. Patrones de resistencia cruzada.
Los genes de los principales sitio blancos: canales de sodio (para), receptores del

acido amino-butirico (GABA) y acetilcolinesterasa (AchE), han sido clonados y sus
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secuencias han sido comparadas entre insectos resistentes y susceptibles. Algunas
mutaciones han sido asociadas con resistencia a insecticidas, aunque en muchos casos no
se ha elucidado el mecanismo de resistencia a nivel molecular.

La resistencia se ha detectado mediante la utilizaciéon de pruebas de
susceptibilidad a insecticidas, conocidas también como bioensayos, basados
principalmente en pruebas de dosis-mortalidad. El bioensayo es considerado como
cualquier método por medio del cual alguna propiedad de alguna sustancia o material, es
medida en términos de la respuesta bioldgica que produce. Entre los objetivos de mayor
importancia al realizar un bioensayo, se encuentran: la determinacion de varios toxicos
contra una poblacién de insectos, la determinacién de la susceptibilidad de diferentes
especies de artrépodos a un téxico, asi como la cantidad de un téxico en un sustrato.
Esta deteccion en la diferencia de la susceptibilidad se realiza mediante la relacion R/S
(colonia resistente sobre colonia susceptible) de los valores de CL50, a la que se le
denomina “Fraccion de resistencia” (FR) 6 “Proporcion de resistencia” (PR). La FR 6
PR permiten comparar dos poblaciones de insectos con base a una dosis de un
insecticida, sea esta a nivel de DL50, DL95 o la de interés para el estudio, con la
finalidad de conocer cuantas veces es necesario aumentar dicha dosis para alcanzar la
mortalidad deseada, con respecto a la considerada como linea base, la cual esta integrada
por una poblacién que no ha sido expuesta previamente a insecticidas, de modo que
servird como punto de referencia. Los bioensayos también permiten detectar la
homogeneidad genética de la poblacién en su respuesta al toxico, la cual puede
observarse en los valores de la pendiente de la recta de regresion, que es obtenida en el
procedimiento del programa Probit (Finney 1971); entre mayor es la pendiente, la
poblacién o colonia es genéticamente mds homogénea, es decir, que poseen los mismos
genes de resistencia y estd en las mismas proporciones en los individuos. Los
mecanismos participantes en la resistencia de una poblacion, también pueden ser

identificados indirectamente en los bioensayos, esto es mediante la utilizaciéon de
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sustancias sinergistas, es decir, sustancias que se unen a las enzimas que ocasionan la
resistencia, por lo que permiten actuar libremente a los téxicos, hecho que queda
reflejado en los valores de susceptibilidad en los insectos resistentes (Lagunes, 1994).

Existen dos tipos de bioensayos, aquellos denominados directos y los denominados
indirectos. Los bioensayos directos consisten en la aplicacién de una dosis dnica a un
animal, o el incremento del estimulo en un periodo de tiempo; y los bioensayos
indirectos consisten en la aplicacién de una dosis a una muestra representativa de la
poblacién, de manera que los resultados son atribuidos a la poblacion de donde ese
extrajo la muestra. Los bioensayos para la deteccidon de resistencia a insecticidas en
mosquitos adultos han estado basados en un método estandarizado recomendado por la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 1981), el cual consiste en exponer mosquitos
susceptibles a papeletas impregnadas con una dosis diagndstico de un insecticida dado,
por un periodo de tiempo definido, esta dosis era dos veces experimentalmente
derivada del 100% del valor de concentracién letal (CL100). Sin embargo esta
metodologia llego a tener un costo econémico elevado y muchas papeletas impregnadas
con cierto tipo de insecticidas no estaban disponibles, ademds de que las dosis
diagnostico disponibles no aplicaban a todas las especie de vectores. Fue entonces hasta
los afios 90 cuando Brogdon y sus colaboradores logran cambiar el protocolo original,
utilizando botellas de vidrio impregnadas con soluciones de un grado estidndar del
insecticida en lugar de las papeletas impregnadas. La ventaja de este procedimiento es
que se obtiene una respuesta toxicoldgica directa de un insecto a una dosis de insecticida
dado, ademas el método provee resultados considerablemente mas rapidos al propuesto
por la OMS, identificando el mecanismo involucrado en los cambios de susceptibilidad,
pues los datos obtenidos son integrados a una serie de pruebas bioquimicas aplicados a
la misma poblaciéon de mosquitos, ademds de ser mucho més sensible y versatil en
cuanto a la capacidad toxicolégica en los cambios de la susceptibilidad en las

poblaciones (Brogdon,1998).
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4.4 Mecanismos de resistencia.

La resistencia a insecticidas es el resultado de cambios genéticos que alteran
atributos fisiol6gicos, morfolégicos o de comportamiento en las especies. Los
mecanismos de resistencia se dividen en cuatro categorias: penetracién reducida,
comportamiento, metabolismo elevado e insensitividad del sitio blanco. Por lo general,
estos mecanismos no son especificos y confieren resistencia cruzada a otros téxicos de
estructura similar y en muchos casos, a compuestos quimicamente no relacionados
(Soderlund y Bloomquist, 1990).

La penetracion reducida es el mecanismo de resistencia menos entendido. La mayoria
de los formulados de insecticidas han sido disefiados para penetrar el insecto a través de
la cuticula. Algunos insectos han desarrollado cutilculas mdas gruesas o cuticulas
alteradas que reducen el grado de penetracion de los insecticidas (Apperson Yy
Georghiou, 1975).

Por si sola, la penetracion reducida confiere un bajo nivel de resistencia, sin embargo,
en combinacion con otros mecanismos de resistencia, puede potencializar la resistencia
en forma no aditiva. Por otro lado, al disminuir el grado en el cual el insecticida alcanza
su sitio blanco, permite que otro mecanismo pueda detoxificar mas efectivamente al
insecticida.

Un mecanismo de resistencia por comportamiento fue identificado en moscas que
evaden cebos tratados con malation. Por otro lado, los insecticidas como el DDT vy la
permetrina influencian cambios de comportamiento en los insectos, por ejemplo reducen
la proporciéon de entrada de mosquitos hacia las casas, incrementan la proporcién de
escape o salida de las casas o bien, inducen un cambio en los tiempos de picadura (Lines
et al, 1987; Mbogo et al, 1996). Aun se desconoce si estas respuestas pueden ser
consideradas como resistencia, ya que muchos otros factores pueden estar afectando al

comportamiento de los insectos.
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La resistencia metabdlica es el resultado del incremento en la expresién de genes
codificadores de enzimas que metabolizan a los principales xenobidticos. Tres familias
de enzimas han sido involucradas en la resistencia a los cuatro grupos de insecticidas
(OCs, OFs, MCs y piretroides), sin embargo, su rol exacto aun no ha sido determinado.

Las monoxidasas del citocromo-P450, glutation-s-transferasas (GST) y carboxyl-
esterasas son familias de enzimas que catalizan un gran rango de reacciones de
detoxificacion. Estas constituyen la primera defensa enzimdtica contra los xenobidticos,
son responsables de retirar muchos productos de deshecho del metabolismo, juegan roles
esenciales en rutas biosintéticas y estdn envueltas en la comunicacion quimica (Scott,
1995).

La actividad elevada de las enzimas detoxificativas ha sido asociada con la
resistencia a insecticidas en un gran rango de especies de insectos plaga. Las esterasas
usualmente estdn envueltas en la resistencia a organofosforados, carbamatos y en menor
proporcion a piretroides. Las monoxidasas estdn involucradas en el metabolismo de
piretroides y en la activacion o detoxificacion de insecticidas organofosforados y en
menor proporcion de metil-carbamatos. La DDT-dehidroclorinasa fue reconocida
recientemente como una glutation-s-transferasa en la mosca doméstica Musca
domestica, posteriormente fue demostrado que esta enzima tiene un rol comin en
anofelinos y mosquitos Aedes (Hemingway et al, 2004).

La resistencia por insensibilidad del sitio blanco se debe a mutaciones sencillas no
silenciosas en genes estructurales. Para que ocurra la seleccion de mutaciones, el
aminodcido resultante debe reducir la unién del insecticida, sin causar una pérdida de la
funcién primaria del sitio blanco. Por lo tanto, el nimero de substituciones probables de
aminodcidos resulta muy limitada y cominmente pueden encontrarse las mismas
mutaciones asociadas a la resistencia en taxas muy divergentes. El grado en que se

afecta la funcion debida a la mutacidn resistente, puede reflejarse en la viabilidad de los
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individuos resistentes en la auscencia de seleccion. Este costo en la viabilidad tiene

importantes implicaciones en la persistencia de la resistencia en el campo.

4.4.1. Resistencia metabdlica
4.4.1.1. Carboxil-Esterasas

Las carboxil-esterasas son un grupo amplio de enzimas capaces de metabolizar una
gran variedad de substratos mediante la hidrolizacion de los enldces éster en presencia
de agua. Las esterasas pueden clasificarse en base a su preferencia por los substratos a o
B naftol (aNA y BNA), a sus patrones electroforéticos o bien, por su secuencia
nucledtidica.

Muchos insecticidas contienen enlédces éster, por lo cual, es esperado encontrar que el
principal mecanismo de resistencia en cepas de insectos resistentes se deba a la actividad
intensificada o sobreproducciéon de esterasas. En forma general, los insecticidas
organofosforados y metil-carbamatos actian como inhibidores de esterasas, ya que
tienen una alta afinidad por las enzimas pero son substratos pobres.

En los insectos resistentes, existe una mayor frecuencia de la interaccion esterasa-
insecticida, evitando que el insecticida alcance su sitio blanco (la acetilcolinesterasa).
Cuando las esterasas estdn presentes en el misma proporcién molar que el insecticida,
estas son capaces de secuestrar efectivamente a los insecticidas e hidrolizarlos
lentamente (Scott, 1995).

El papel de las esterasas como mecanismo de resistencia puede ser inferido mediante
tres formas: 1) deteccion de niveles elevados de productos de la hidrdlisis de insecticidas
en estudios de metabolismo en insectos resistentes; 2) sinergismo de la toxicidad del
insecticida en insectos resistentes mediante el uso de inhibidores de esterasas no toxicos,
tales como TPP (0,0,0-trifenil fosfato), DEF (S,S,S-tributil fosforotritioato) o IBP (0,0-
bis(1-metiletil)s-fenilmetil posforotioato); 3) deteccion de niveles altos de actividad de

esterasas generales (Brogdon, 1989), usando substratos simples y ensayos
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espectrofotométricos de homogenizados o tejidos de insectos, o bien, por electroforésis y
tincién de geles (Hemingway y Karunaratne, 1998).

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

El papel de las esterasas en la detoxificacién de los piretroides ha sido poco
estudiado, existen varios reportes de la actividad intensificada de esterasas en
poblaciones de mosquitos resistentes, entre €stas An. gambiae, An. albimanus y Culex
quinquefasciatus y Aedes aegypti (Rodriguez et al, 2001; Flores et al, 2005; Flores et al,
2006), sin embargo, los genes involucrados ain son desconocidos. Algunos estudios han
demostrado que las esterasas tienen baja actividad catalitica sobre algunos piretroides,
sugiriendo que los elevados niveles de esterasas presentes en cepas resistentes a
piretroides, podria deberse a una pre-seleccion con organofosforados (Rodriguez et al,
2002; Flores et al, 20006).

La principal causa de la excesiva sintesis de esterasas en insectos resistentes, se debe
a la amplificacion de genes dentro del genoma, aunque también la transcripcion sobre-
regulada y expresion genética alterada han sido documentadas. El mecanismo de
resistencia metabdlica estudiado con mas detalle en vectores de enfermedades, es el
sistema de esterasas elevadas en Culex.

En este mosquito, la sobreproduccion de enzimas se debe a la amplificacion de uno o
mas genes de esterasas, variando entre 20 a 250 copias en el genoma (Mouches et al,
1990; Callaghan et al, 1998). Existen varios alelos de esterasas asociados con la
resistencia, sin embargo, el genotipo mas comun es la co-amplificacién de dos genes de
esterasas: esta y estf. Alrededor del 90% de las poblaciones resistentes de Culex
presentan un genotipo esto2/estp2 (Coleman et al, 2002) aunque otras combinaciones

han sido identificadas, por ejemplo la cepa Cyprus tiene entre 40 a 60 copias de los
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genes esto-5 y estp-5, mientras que la cepa TEM-R de California solo presenta
amplificacion en el locus estp-1. Se ha encontrado muy poca variacion en la cinética de
inhibicioén entre los distintos alelos de esterasas, por lo cual la ventaja selectiva del
genotipo est-a2/est-B2 podria estar ligada a un tercer gen (aldehido oxidasa) que se co-
eleva solamente con este fenotipo (Hemingway et al, 2000b).

Los genes homologos a las esterasas amplificadas en el mosquito Culex, han sido
identificados en la misma proximidad y orientacién en An. gambiae, pero se desconoce
si estdn involucrados en la resistencia a piretroides, ya que las esterasas son inefectivas
contra los piretroides en este mosquito (Ranson et al, 2000).

Los elevados niveles de esterasas no siempre son el resultado de la amplificacion
genética. La sobre-expresion de la esto-1 en la cepa Barriol de Cx. pipiens del Sur de
Francia, se podria deber a cambios en algin elemento regulatorio no identificado y no a
la amplificacion del gen esta-1. Las esterasas amplificadas pueden tambien ser
expresadas en diferentes niveles, por ejemplo, existe cuatro veces mas estp que esto en
Cx. quinquefasciatus resistente, a pesar de que los genes estan presentes en una
proporcién 1:1. Aun asi, estos mecanismos no han sido identificados a nivel genético o
molecular en poblaciones naturales de mosquitos (Hemingway et al, 2000a)

Por otro lado, algunas especies de Anopheles tienen un mecanismo que confiere
resistencia especifica al malatién e involucra a carboxilesterasas con alta actividad
hidrolitica (Hemingway, 1982). En An. stephensi, tres esterasas con actividad carboxil-
esterasa contra malation han sido aisladas y caracterizadas, sin embargo, la alteracion
genética que genera estos cambios cualitativos no han sido identificados en poblaciones
de mosquitos de campo. Datos de otros artropodos resistentes al malation, sugieren que
una o dos mutaciones de aminodcidos en €stas enzimas podrian ser responsables de éste

tipo de resistencia (Hemingway, 1983).
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4.4.1.2. Monoxidasas del citocromo-P450

Las monoxidasas del citocromo-P450 son una familia de encontrada en la
mayoria de organismos, incluyendo a los insectos. Estas enzimas actian en el
metabolismo de xenobidticos y tienen un rol en el metabolismo enddgeno. Las enzimas
P450 se unen al oxigeno molecular y reciben electrones del NADPH para introducir una
molécula de oxigeno en el substrato. Las monoxidasas tienen un amplio rango de
substratos, pero en general, estas enzimas metabolizan substratos lipofilicos para
producir moléculas con mayor solubilidad en agua, o bien con grupos funcionales que
permiten las reacciones de conjugacion, promoviendo la excrecion (Berge et al, 1998).

Las monoxidasas P450 estan envueltas en el metabolismo de todos los insecticidas,
permitiendo la detoxificacion a través de la hidroxilacién alifatica del DDT,
deshidroxilaciéon aromadtica del carbaryl y propoxur, y la epoxidacion de ciclodienos, o
bien, permitiendo la activacion de los organofosforados a través de reacciones de
oxidacion. La gran diversidad de monoxidasas se debe a la existencia de multiples
isoformas de P450, varios patrones de expresién y un amplio espectro de substratos
(Scott, 1995).

La elevada actividad de las monoxidasas ha sido asociada con la resistencia a
piretroides en An. stephensi, An. subpictus, An. gambiae y Cx. quinquefasciatus
(Brogdon, et al 1999; Vulule et al, 1999). El principal método para identificar este
mecanismo de resistencia se basa en bioensayos con insecticidas utilizando inhibidores
de las monoxidasas del citocromo-P450 (piperonil butéxido PBO). La reduccion en la
magnitud de la resistencia observada constituye la primera pista de la presencia de este
mecanismo de resistencia. La confirmacién de este mecanismo requiere de estudios
bioquimicos comparando cepas resistentes y susceptibles. Este tipo de ensayos ha sido
estandarizado para multiples especies de mosquitos vectores.

En la mayoria de los casos donde se ha correlacionado la actividad elevada de las

monoxidasas-P450 con la resistencia a insecticidas, se ha identificado el rol de los genes
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Cyp pertenecientes a la familia Cyp6. La enzima CYP6D se sobreproduce en una cepa
de M. domestica resistente a piretroides debido a la transcripcion regulada, por otro lado,
la CYP6A se ha asociado con la resistencia a organofosforados en la misma especie
(Feyereisen et al, 1995).

En An. gambiae y Cx. quinfefasciatus se han identificado la sobre-expresién de uno o
varios genes pertenecientes a la familia CYP6 asociados con la resistencia a piretroides
(Nikou et al, 2003; Gong et al, 2005). Otros genes pertenecientes a las familias CYP4,
CYP12 y CYP9 han sido observados en cepas resistentes a insecticidas en diferentes
especies de insectos. Recientemente, diecisiete cDNAs que codifican oxidasas CYP4 han
sido identificadas en An. albimanus y 111 genes P450 han sido identificados en An.
gambiae, sin embargo, aun se desconoce si estas familias de oxidasas juegan algin rol

en la resistencia del mosquito (Ranson et al, 2002).

4.4.1.3. Glutatién-s-Transferasas

Las glutation-s-transferasas (GSTs) son enzimas dimericas multifuncionales que
juegan un rol en la detoxificacion de un gran rango de xenobidticos. Las enzimas
catalizan el ataque nucleofilico del glutation reducido (GSH), en los centros
electrofilicos de los compuestos lipofilicos. Multiples formas de estas enzimas han sido
reportadas en mosquitos, mosca doméstica, drosofilidos y mosca de las ovejas. Se
sugiere que las GSTs juegan un rol en la resistencia, ya que muchos estudios han
mostrado que los homogenizados de insectos resistentes a insecticidas presentan altos
niveles de actividad de éstas enzimas.

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

insecticida para el control de la malaria durante varias décadas.
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Las glutation-s-transferasas pertenecientes a las clases Delta y Epsilon han sido
identificadas en insectos y se han asociado con la resistencia a insecticidas en mosquitos
y otras especies. En Ae. aegypti al menos dos grupos de GSTs se encuentran en altos
niveles en insectos resistentes al DDT (Lumjuan et al, 2005), mientras que en An.
gambiae un gran nimero de GSTs se encuentran elevadas y algunas de ellas pertenecen
a la clase-1 de GSTs (Ranson et al, 1997).

Las GSTs en Ae. aegypti (L.) y An. gambiae de insectos resistentes se sobre-
expresan en forma constitutiva . Las GSTs-2 de Ae. aegypti (L.) se sobre-expresan en
todos los tejidos a excepcion de los ovarios de los insectos resistentes. La secuencia de
la clase II de GSTs de An. gambiae ha sido publicada y las principales clases de GST 11
en Ae. aegypti (L.) se ha clonado y secuenciado. En esta ultima especie, GST-2 es sobre-
expresada en la cepa GG resistente a DDT, y se piensa que la mutacion resistente
ocasiona la interrupcion de un represor, esta mutacion evita la funcion normal del
represor llevando a elevados niveles de la enzima GST-2 en mosquitos resistentes
(Ranson et al, 2002).

Las GSTs de la clase I son codificadas por una extensa familia de genes en An
gambiae, M. domestica y D. melanogaster. La organizaciéon gendmica en estas tres
especies es sorprendentemente diferente. En D. melanogaster ocho genes divergentes sin
intrones se encuentran en un segmento de DNA de 14 kb.

En An. gambiae, multiples genes de la clase GST-1 se encuentran agrupados en un
solo sitio gendmico (cluster). La mayoria de los genes contienen uno o mas intrones, uno
de estos genes, aggst-1a, tiene un empalme alternativo produciendo cuatro transcriptos
distintos de mRNA. La organizacién de la familia de genes GST-1 es muy similar en
insectos resistentes y susceptibles en An. gambiae, sugiriendo que el mecanismo de
resistencia basado en GSTs es probablemente causado por un regulador cis-trans (Ding

et al, 2003). Los productos de estos genes difieren en su habilidad para metabolizar al
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DDT vy algunos de estos genes son regulados para activar el metabolismo en mosquitos

resistentes (Enayati et al, 2005).

4.4.2. Resistencia por Sitio Blanco
4.4.2.1. Acetilcolinesterasa insensible

Los organofosforados y carbamatos tienen su sitio blanco en la acetilcolinesterasa
(AchE). La AChE hidroliza al neurotransmisor excitatorio acetilcolina en la membrana
post-sindptica del nervio. La AChE de los insectos tiene una especificidad de substrato
intermedio entre la AChE de los vertebrados y la butiril-colinesterasa.

La forma molecular predominante en insectos es un dimero globular anfifilico que se
une a la membrana mediante una ancla glipofilica. Alteraciones en la AChE en insectos
resistentes a organofosforados y carbamatos resulta en una reduccion o inhibicién en la
sensibilidad de la enzima por estos insecticidas. En Cx. pipiens, la AChE-1 y AChE-2
difieren en su especificidad de sustrato, sensibilidad inhibitoria y el patrén de migracion
electroforético. Solo la AchE-1 parece conferir resistencia a insecticidas (Raymond et al,
1986).

Hasta la fecha, se han identificado dos genes Ace con esta actividad. La unica acetil-
colinesterasa clonada en C. pipiens es la Ace2, la cual no esta involucrada en la
resistencia a insecticidas y ademds se encuentra ligada al sexo. Por otro lado, el gen
Acel es autosémico y confiere resistencia a insecticidas (Malcolm et al, 1995).

Los vertebrados tienen dos tipos de colinesterasas: acetil-colinesterasa y butiril-
colinesterasa. En D. melanogaster solo un gen Ace que codifica una colinesterasa ha
sido clonada. Distintas substituciones de aminodcidos en los genes Ace de Drosophila y
M. domestica podrian causar resistencia, siempre y cuando los residuos asociados a la
resistencia se localizen cerca o dentro del sitio activo de la acetil-colinesterasa.

Hasta ahora, no ha sido registrada la resistencia basada en AChE en An stephensi, y

debido a que ninguno de los casos de resistencia registrada han estado ligados al sexo, se
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sugiere que estos genes no representan el sitio blanco del insecticida. El andlisis
detallado del perfil de inhibicién de la acetilcolinesterasas de Ae. aegypti sugiere que
existe un solo locus AChE en esta especie. En este caso, la resistencia basada en
alteraciones de la acetil-colinesterasa podria estar ligada al sexo. Los genes AChE han
sido clonados en los mosquitos Ae. aegypti y An. stephensi, aunque ambos genes estan
ligados al sexo (Anthony et al, 1995).

Cinco mutaciones puntuales asociadas con la resistencia a organofosforados vy
carbamatos han sido identificadas en el gen de la acetilcolinesterasa en D. melanogaster
(Mutero et al, 1994) y estudios dirigidos por mutagénesis del AChE ligado al sexo de
Ae. aegypti, han demostrado que estas mutaciones también confieren resistencia en
mosquitos (Vaughan et al, 1997). Sin embargo, ninguna de estas mutaciones ha sido
1dentificada en mosquitos colectados en campo o seleccionados en laboratorio.

Las alteraciones en la AChE tienen un costo de viabilidad muy severo en las
poblaciones de Cx. pipiens en el sur de Francia, probablemente causado por la reduccion
en la actividad de AChE de la enzima mutada comparada al tipo silvestre. Sin embargo,
en Drosophila se ha propuesto que la presencia de multiples mutaciones que confieren
bajos niveles de resistencia podria ser una respuesta a la seleccion de mutaciones con

mayor viabilidad en esta enzima (Ming et al, 2004).

4.4.2.2. Receptores GABA

La resistencia a dieldrin fue registrada en 1950, sin embargo, la participacion de
los receptores GABA en este tipo de resistencia fue elucidada hasta 1990. El receptor
GABA en los insectos es un canal de iones de cloro heteromultimérico, con funcién de
inhibir la neurotranmisién en el sistema nervioso central del insecto y en uniones
neuromusculares. El receptor GABA de los insectos esta implicado como un sitio de
accion para piretroides, ivermectinas y ciclodienos. Algunos estudios muestran que los

insectos resistentes a ciclodienos son resistentes a los insecticidas picrotoxina y
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fenilpirazole y que el efecto de la ivermectina en neuronas cultivadas puede revertirse
con el pre-tratamiento con picrotoxina, sugiriendo que estos insecticidas interacian con
el iondforo de cloro asociado con el receptor GABA de insectos.

Los receptores GABA pertenecen a una superfamilia de receptores de
neurotransmisores que incluyen a los receptores nicotinicos de la acetilcolina. Estos
receptores estdn formados por oligomerizacion de cinco subunidades alrededor del canal
central de iones de sodio. Cinco distintas subunidades han sido clonadas a partir de
vertebrados. Hasta la fecha solo tres subunidades han sido clonadas en D. melanogaster,
pero estas no entran en la clasificacion de subunidades GABA de los vertebrados
(ffrench-Constant et al, 1993).

Se ha encontrado que una substitucion de alanina a serina en el dominio que envuelve
al canal del receptor GABA, confiere resistencia a ciclodienos tales como el dieldrin. La
mutacion fue identificada por primera vez en Drosophila, y desde entonces ha mostrado
estar en un amplio rango de insectos resistentes a dieldrin, incluyendo Ae. aegypti (L.)
(ffrench-Constant et al, 1994). La tnica variacién en insectos resistentes es que el
residuo substituido cambia a glicina en vez de serina. A pesar de que se ha detenido el
uso de insecticidas ciclodienos para agricultura y salud publica, los alelos resistentes
pueden ser encontrados en relativamente altas frecuencias en poblaciones de insectos en

campo.

4.4.2.3. Canales de sodio

El rapido efecto de derribe que caracteriza a los insecticidas DDT y piretroides,
es es ocasionado por la activacion persistente de los canales de sodio. Esta activacion se
debe a la forma en que los insecticidas se unen al poro del canal, prolongando el
mecanismo de inactivacién dependiente de voltaje. La reduccién en la sensitividad del
canal de sodio dependiente de voltage a la unién de los insecticidas es la causa del

fenotipo resistente conocido como “kdr” presente en varias especies de insectos.
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Debido a que el canal de sodio es el sitio blanco del DDT y piretroides, muchos

estudios en la década de los 80 y 90s se enfocaron en esta proteina. El canal de sodio
dependiente de voltaje de los insectos, es una proteina transmembranal que contiene
alrededor de 2108 aminodcidos plegados en cuatro dominios homélogos e hidrofébicos
(dominio I, IL, IIT y IV), separados por uniones hidrofilicas. Cada dominio se compone
de seis segmentos transmembranales (s1-s6).
Diversas especies de insectos resistentes al DDT y piretroides presentan alteraciones en
el gen del canal de sodio. La asociacion entre la resistencia kdr con modificaciones en el
canal de sodio fue confirmada mediante estudios de unién de neurotoxinas (Bloomquist
y Miller, 1986) y mediante estudios de mapeo genético. En estos ultimos, se identifico
una sola mutacién en el dominio II segmento transmembranal 6 (DIIS6), asociada con la
resistencia tipo kdr en Musca domestica (Williamson et al, 1993).

La mutacion kdr consistié en un cambio de nucledtidos de adenina a timina en el
residuo LeucinalO14, confiriendo un cambio de aminoicidos de leucina (Leu) a
fenilalanina (Phe). Posteriormente, la misma mutaciéon fue identificada en varias
especies de mosquitos, tales como An. gambiae, An. stephensi, An. sacharovi y Culex
pipiens (Martinez-Torres et al, 1998; Enayati et al, 2003; Martinez-Torres et al, 1999;
Luleyap et al, 2002).

Otras mutaciones en el segmento DIIS6 han sido identificadas. Una nueva mutacién
en T>A en el residuo Leul014 de An. gambiae y Cx. pipiens (Ranson et al, 2000b;
Luleyap et al, 2002) confiere una substitucion a serina, sin embargo, estas cepas fueron
mas resistentes al DDT que a los piretroides.

Por otro lado, algunos insectos dipteros (muscidos) con el fenotipo “super kdr”,
ademds de contener la mutaciéon LeulO14Phe, presentaron una segunda mutacion
(Met918Thr) que ocurre en el puente de union de los segmentos transmembranales 4 y 5,
del dominio II (Williamson et al, 1996; Guerrero et al, 1997). Se ha sugerido que la

segunda mutacion intensifica el fenotipo kdr en cepas de moscas resistentes, sin
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embargo, esta mutacién no ha sido identificada en poblaciones de moscas de campo, ni
en mosquitos vectores. En forma interesante, las alteraciones del canal de sodio asociado
con la resistencia, son mucho mds variables que las alteraciones identificadas en los
receptores GABA, sin embargo, se siguen limitando a un pequefio nimero de regiones
en la proteina. La mayoria de las alteraciones de la proteina del canal de sodio ocurren
en una region que forma parte de la cobertura del canal de sodio (DIIS6). Se ha sugerido
que los canales de sodio alterados permiten una rdpida disociacién del insecticida,
confiriendo resistencia a los efectos toxicos del insecticida (Soderlund y Knipple, 2003).

La mutacion leucina->fenilalanina en anofelinos puede detectarse mediante pruebas
diagnéstico-moleculares basadas en PCR, para discriminar entre individuos homocigotos
susceptibles, homocigotos resistentes y heterocigotos (Martinez-Torres et al, 1998; Lynd
et al, 2004). Debido a que la resistencia kdr es semi-recesiva o completamente recesiva,
la capacidad de identificar organismos heterocigotos es de vital importancia para la
deteccion temprana y manejo de resistencia en campo. Actualmente existe una tendencia
a investigar la resistencia a piretroides mediante PCR en regiones donde otras
mutaciones kdr han sido encontradas, sin embargo, cambios en otras regiones podrian

estar asociados a la resistencia.

4.5 Resistencia a Insecticidas en vectores.

Los programas de control de vectores han dependido principalmente del uso de
insecticidas y muchos de los esfuerzos de control resultaron exitosos durante varias
décadas. El primer insecticida utilizado para control de mosquitos fue el DDT, en 1955,
la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) llam¢ a la erradicacion global de la malaria
a través del uso de éste insecticida. El uso de rociados de casas con DDT en programas
de amplia escala, redujo dramdticamente la prevalencia de malaria en Asia (Phillips,

1983). Por otro lado, los programas de aspersion aérea de temefos en los programas de
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control de la oncocercosis en Africa, casi eliminaron la ceguera de los rios durante las
décadas de los 70’s y 80’s (Curtis, 1989).

En 1946, la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS), armada con DDT
inici6 una campana de erradicacién de Ae aegypti. Solo un afio después, ocurrieron los
primeros casos de resistencia en especies de este mosquito (Brown, 1986). Para 1972,
Aedes aegypti ya habia sido erradicado del 73% del territorio y de 19 paises (Gubler,
1989), sin embargo, en el mismo afio, la resistencia al DDT fue reconocida como un
problema serio y la campana terminé antes que la meta de erradicacion fuera alcanzada
(Brown y Pal, 1971).

Los problemas de resistencia han continuado a pesar del uso de nuevos grupos de
insecticidas. Alrededor de cién especies de mosquitos han generado resistencia a uno o
mas insecticidas (Hemingway y Ranson, 2000). El control de la malaria y dengue, han
incluido algunos organoclorados (hexacloruro de benceno, DDT), organofosforados
(meti-paratién, temefds, malatién y clorpirifos), carbamatos (propoxur y carbosulfin) y
piretroides (resmetrina, permetrina, fenotrina) (Ayesa et al, 2006).

A pesar de que el uso del BHC y dieldrin fue restringido desde hace muchos
aflos, la resistencia a estos insecticidas sigue dispersada en poblaciones de insectos. El
uso del DDT en algunos paises ha sido restringido o vetado, sin embargo, la resistencia
al DDT en muchas especies de mosquitos vectores es persistente (WHO, 1992).
Actualmente, existe un debate sobre la continuacion del uso de este insecticida, la
presién publica debida a los efectos adversos del DDT hacia el ambiente, exigen su
retiro del mercado en salud publica. Por otro lado, el retiro del DDT en las campaiias de
control de vectores en paises del tercer mundo, ha sido relacionado con el aumento en la
incidencia de la malaria en paises de Africa. (Roberts et al, 1997). Ambos puntos de
vista estan siendo cautelosamente evaluados, antes de tomar una desicién definitiva

sobre el uso de este insecticida.
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Diversas especies de insectos vectores han desarrollado resistencia a los
organofosforados. La resistencia de amplio espectro a organofosforados, o la resistencia
especifica para malation estdn presentes en las principales especies vectoras del género
Anopheles (Hemingway y Ranson, 2000), Culex (Hemingway y Karunaratne, 1998) y
también en Aedes aegypti (L.) (Georghiou et al, 1987; Vaughan y ffrench-Constant,
1998; Rawlins, 1998; Bisset et al, 2006). Los organofosforados y carbamatos tienen el
mismo modo de accién y una vez que una poblacién de insectos es resistente a alguno de
los dos insecticidas, es muy probable que ocurra un fendmeno de resistencia cruzada
(Villani y Hemingway, 1987).

La resistencia a varios grupos de piretroides se ha dispersado ampliamente en
culicidos y anofelinos (Chandre et al, 1999; Chandre et al 1998). La resistencia cruzada
entre piretroides y DDT en Anopheles gambie ha generado una gran preocupacion, ya
que los piretroides son el unico grupo disponible para la implementacion de la estrategia
mads eficdz para controlar la malaria: la impregnacién de pabellones.

Por dltimo, la resistencia a piretroides ocurre en diversas poblaciones del
mosquito Ae. aegypti (L.), ya sea debida a la resistencia cruzada con el DDT
(Hemingway et al, 1989; Brengues et al, 2003), 6 bien, mediante mecanismos
métabolicos relacionados con la resistencia a organofosforados y carbamatos (Rodriguez
et al 2002; Flores et al, 2003).

Uno de los obstidculos mds serios en los programas de control de vectores de
enfermedades humanas es el desarrollo de resistencia a los insecticidas usados. El primer
caso reportado de insectos resistentes a insecticidas sintéticos fue en 1946 cuando se
detecto resistencia a DDT en moscas domésticas de Suiza y Dinamarca (Picollo, 2006),
a partir de entonces, segin la Organizacién Mundial de la Salud, aproximadamente el
40% de los 506 artrépodos de importancia médica presentan algun grado de resistencia a
insecticidas, de estas especies, alrededor del 50% son especies de mosquitos vectores de

malaria, dengue, fiebre amarilla y filariasis (Fonseca et al. 2005 ).
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Los insecticidas utilizados en las campafias contra plagas se han incluido a los
organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. La resistencia a
organofosforados ha sido documentada en vectores importantes como An. culicifacies,
An. stephensi, An. albimanus, An. arabiensis y An sacharovi; asi como el género Culex.

La resistencia a piretroides ha sido registrada para el género Cx.
quinquefasciatus, asi como en An. albimanus, An. stephensi y An. gambie entre otros,
mientras que la resistencia a carbamatos se presenta en An. sacharovi y An. albimanus.
La resistencia a piretroides es amplia en Ae. aegypti y casos de resistencia a
organofosforados y carbamatos han sido registradas en estas especies (Hemingway y
Ranson 2000).

En México, como en la mayoria de los Paises, se han utilizado diversos
insecticidas para el control del vector, por ejemplo el DDT, el cual fue usado
intensivamente en los 60’s para el control de la malaria, eventualmente se siguieron
utilizando insecticidas organofosforados como el malatién (adulticida) y temefos
(larvicida). El malatién se utilizé en aplicaciones espaciales de tipo ULV mientras que
temefos en granulos sobre contenedores de agua que podrian ser criaderos de larvas de
Ae. aegypti (L) (Ferndndez 1999). De manera similar, y a partir de 1981 se ha llevado la
aplicacion intensiva de temefos como larvicida al 1%. Esto trae a la sospecha de que
puede estar presente la resistencia a este organofosforado. En 1960 se reportaron los
primeros casos de resistencia a insecticidas organofosforados y carbamatos en Ae.
aegypti. Fox y Garcia-Mola (1961) reportaron en Puerto Rico una cepa resistente 10X a
diazin6n y malation. Se han realizado numerosos trabajos que determinan el grado de
resistencia en poblaciones de Ae. aegypti (L) y otros culicidos. Fox (1973) desarrollo un
trabajo para determinar el grado de resistencia a malation en adultos de Ae. aegypti (L)
cepa Arrecife, en la ciudad de Puerto Rico, utilizando las concentraciones de 0.8, 1.6 y
3.22%, sobre padres y hasta la generacién 12, exponiéndolos por una hora, registrando

los resultados a las 24 hrs. Los resultados obtenidos fueron de 34% de mortalidad en
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padres y 3% de mortalidad en la F12 a la concentracién de 0.8; en la concentracién de
1.6 los padres presentaron 72% y la F12 presento el 14% de mortalidad, por dltimo en la
concentracion mds alta se encontr6 100% de mortalidad en padres y 57% en la F12.
Posteriormente utilizaron malation 0.4% y expusieron los padres a diferentes tiempos
(60, 120, 180 y 240 min.) observando 11, 65, 78 y 91% de mortalidad respectivamente.
A su vez Mazzarri y Georghiou (1995) determinaron la resistencia a otros
organofosforados (OP), tales como: temefos, malation, metil-pirifos y clorpirifos; y al
carbamato propoxur en 3 poblaciones de Ae. aegypti de los estados de Falcon y Aragua,
Venezuela. En ambos estados la resistencia fue baja (< 5 veces) excepto para clorpirifos,
el cual presentd una resistencia moderada (7 veces) y las pruebas bioquimicas
demostraron la presencia elevada de esterasas. Mekurian et al. (1991) en un estudio de
seguimiento por cuatro afios, trabajo con Ae. aegypti (larvas de 3° y 4° instar temprano y
adultos), determino la susceptibilidad a malation (dosis de 0.6245 mg/L), a temefos
(0.0375 y 0.025 mg/L) y fention (0.025 mg/L) en larvas , las cuales mostraron
mortalidad del 100% para el malation, 100% de mortalidad para temefos en la
concentracion de 0.0375 mg/mL (tanto en larvas de campo como de laboratorio) y en la
concentracion 0.025 en larvas de campo solo se observo un 78.2%,para fention se
observé mortalidad de 99.3% en la colonia de laboratorio, mientras que la de campo
present6 el 19% de mortalidad. En las pruebas que se realizaron sobre adultos se utiliz6
DDT al 4% W, malatién al 5% A y W, resmetrina al 2.13% A, propoxur al 0.1% A,
permetrina al 0.025% W y deltametrina al 0.025 %W usando el método de la OMS. Los
resultados obtenidos mostraron que las concentraciones de los insecticidas empleadas
eran en un inicio eficientes mostrando porcentajes de mortalidad altos, sin embargo,
conforme se utilizaron al paso de los afios, estas se mostraron menos eficientes al final
de los cuatro afos de estudio (1987-1990), disminuyendo hasta la mitad del porcentaje
de mortalidad inicial. Para DDT al 4% se mostré una disminucién del 5.7% a 1%, en

malation al 5% del 98% al 62.9%, en permetrina al 0.025% de 90.1% a 41.5%.
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El DDT juega un papel muy importante en la resistencia cruzada a otros
insecticidas. Rohani et al. (2000) hace mencion sobre cierto grado de resistencia en
mosquitos a DDT y permetrina, confirmando en su estudio que el fendmeno de
resistencia cruzada estd ocurriendo entre estos dos insecticidas. Es decir, existe
resistencia cruzada a piretroides en poblaciones de campo por seleccién con DDT.

Hay numerosos reportes de resistencia a piretroides in Ae. aegypti (Ziv et al.1969;
Malcolm & Wood, 1982 ; Hemingway et al. 1989 ; Mebrahtu et al. 1997). Muchos de
los reportes hablan de la resistencia cruzada de la seleccion en campo por DDT,
implicando los mecanismos de DKr. (Hemingway et al. 1989), sin embargo algunos
reportes sobre resistencia a DDT en larvas sugieren un incremento en los niveles del
metabolismo. El DDT y los piretroides poseen un coeficiente térmico invertido.

Como se observa en el trabajo de Cutkcomp y Subramanyam (1986) en el cual
determino la CL50 en larvas de 3° instar de Ae. aegypti , utilizando diferentes piretroides
a 20 y 30°C, comprobando que a mayor temperatura menor es el efecto toéxico de los
piretroides. Las CL50 para cipermetrina a 20 y 30 °C fue de 0.16 y 0.34 ppb,
respectivamente, para la permetrina fueron de 0.27 y 0.98, para el fenvalerato; 0.46 y
0.88, para la fenotrina; 0.56 y 1.52, para el flucitrinato; 1.00 y 1.33.

Xiao y sus colaboradores (1992) determinaron la susceptibilidad a diferentes
insecticidas y los mecanismos de resistencia al DDT en poblaciones de Ae. aegypti de
China, para ello colectaron 12 cepas de ciudades que han desarrollado altos niveles de
resistencia al DDT, asi mismo dos cepas susceptibles en una zona rural. Xiao et al.
(1992) determiné con base en este estudio, que los mecanismos de resistencia al DDT
fueron debido a la actividad de DDT-deshidroclorinasa, ademds observaron que la
penetracién de DDT en el cuerpo del mosquito fue diferente entre la cepas resistentes y
susceptibles, siendo esto una posibilidad que puede influir en los niveles de resistencia
en algunas cepas, mds sin embargo, parece improbable que este sea el principal

mecanismo de resistencia a DDT.
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Rodriguez et.al. (1997) estudio el comportamiento de resistencia a diferentes
insecticidas, entre estos el malation, clorpirifos y pirimifos-metil (organofosforados),
deltametrina, lambdacialotrina y cipermetrina (piretroides) y propoxur (carbamato) en
poblaciones de Culex quinquefasciatus provenientes de 2 municipios de Santiago de
Cuba. Los valores del factor de resistencia (FR) determinaron que existe diferencia para
malation y clorpirifos, sin embargo, a pesar de la existencia de una alta frecuencia de los
mecanismos de esterasas elevadas y acetilcolinesterasa alterada, no se observoé diferencia
para pirimifos-metil, comprobdndose asi que el insecticida no afecta a la poblacion de
Culex quinquefasciatus por esos mecanismos. Se observo resistencia a los insecticidas
piretroides; deltametrina y lambdacialotrina en Santiago de Cuba y resistencia moderada
para cipermetrina en ambos municipios, Santiago de Cuba y San Luis, en este dltimo
también se encontro resistencia a deltametrina, pero moderada a lambdacialotrina. Los
resultados que se obtuvieron a partir del uso de sinergistas S,S,S, tributilfosforotritioato
(DEF) y butoxido de piperonilo (PBO), indicaron que los mecanismos de resistencia de
esterasas inespecificas y las oxidasas de funcién miltiple estdn involucradas en la
resistencia a piretroides en ambas cepas de Santiago de Cuba y San Luis.

Tiempo después Rodriguez y sus colaboradores (1998) nuevamente trabajaron
con Culex quinquefasciatus, pero ahora con una cepa de campo resistente a
lambdacialotrina (insecticida piretroide) con el objetivo de poder utilizarla como cepa de
referencia en el laboratorio (en las prueba bioquimicas y estudios de genética), para
evaluar la utilidad de este insecticida para el control de mosquitos en Cuba y determinar
asi si existe resistencia cruzada a insecticidas organofosforados, piretroides vy
carbamatos. Se obtuvo una alta resistencia a lambdacialotrina después de 6 generaciones
de presion de seleccidn, sin embargo se observé baja o nula resistencia cruzada a otros
piretroides (deltametrina y cipermetrina), al carbamato propoxur y a los insecticidas
organofosforados, clorpirifos y pirimifos-metil, sin embargo si se present6 alta

resistencia cruzada a malatién (organofosforado).
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Ese mismo afio Rodriguez y colaboradores determinaron el estado de resistencia
nuevamente en Culex quinquefasciatus pero ahora procedente de Colombia. Para
determinar los niveles de susceptibilidad utilizaron 5 insecticidas organofosforados
(malation, pirimifos-metil, clorpirifos, temefos y fention), 4 piretroides (cipermetrina,
deltametrina, permetrina y lambdacialotrina) y un carbamato (propoxur). Culex
quinquefasciatus se mostro resistente a todos los insecticidas organofosforados, aunque
con valores relativamente menores para metil-pirimifos y fention. No se encontrd
resistencia a los piretroides lambdacialotrina y cipermetrina ni al carbamato propoxur.
Mediante el uso del sinergista PBO se demostré que las oxidasas de funciéon multiple
desempefian una funcién importante en la resistencia a los insecticidas organofosforados

y piretroides.

4.6 Situacion Epidemioldgica del dengue en Yucatan.

El virus del Dengue reaparecié en México en 1968 y se expandid casi en todo México
cuando el mosquito Aedes aegypti se movié al drea central de las regiones costeras.
Desde ese momento, los mosquitos han sido endémicos en la peninsula de Yucatin, con
casos de Dengue confirmados aumentando en los ultimos afios en Yucatan (PAHO,
2001).

Si bien la enfermedad existi6 en el pais desde hace muchos afios, en los afios 60°s
se logré la desapariciéon de la misma gracias a las acciones emprendidas para eliminar la
fiebre amarilla, y con ello al mosco transmisor, que es el mismo del dengue, en todo el
territorio nacional. Esta enfermedad resurgié en nuestro pais a fines del afio de 1979
como consecuencia de la disminucién de las acciones, a los cambios demograficos y a
otros factores de riesgo, como han sido las migraciones de poblaciones del campo a las
ciudades, que se concentraron en dreas semiurbanas o conurbadas, con el
establecimiento de viviendas precarias, hacinamiento, deficientes servicios publicos de

agua y recoleccion de basuras, asi como de importantes brotes de dengue en América del
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Sur, por virus importados de otros continentes. Entrando asi al pais, por la circulacién
habitual de personas, a través de Chiapas y extendiéndose hacia todo el pais con
predominio en las regiones de las Costas del Atlantico y Pacifico en donde
practicamente ha permanecido hasta la presente fecha en forma endémica (Servicios de
Salud de Yucatan, 2013).

En la peninsula de Yucatdn la incidencia fue mayor durante el primer
quinquenio de los afios ochenta con un repunte importante de la transmision en 1984,
asociado a un brote en el estado de Yucatian donde se identificé la introduccion del
serotipo 4 y se notificaron los primeros casos de dengue hemorrdgico en esa region.
A partir de este segundo pico epidémico, se nota un descenso constante en la curva
hasta 1994, pero dicho afo sugiere un nuevo y discreto incremento en la incidencia
(PAHO, 2001).

En cuanto a la distribucion geografica de los casos, Narro Robles reporta en 1995
que el 64% se concentra en sélo ocho entidades federativas: Veracruz (13%), Guerrero
(10%), Oaxaca (8%), Sinaloa (7%), Chiapas (7%), Yucatin (7%), Coahuila (6%) y
Tamaulipas (6%). En lo que se refiere a la tasa por cada 100 000 habitantes, en
cambio, sobresalen los estados de Colima, Nayarit, Yucatan y Baja California Sur, con
tasas cuatro veces por arriba de la nacional promedio durante el periodo 1978-1994,
que fue de 19 por 100 000.

En la Peninsula de Yucatén, el dengue clédsico fue documentado, por primera vez,
en 1979; a su vez, el dengue hemorrdgico lo fue en 1984. Desde entonces, los brotes
epidémicos de dengue se han sucedido en esta region del sureste mexicano: 1979-1982
(DEN-1), 1984 (DEN-1 y DEN-4), 1991 (DEN-2 y DEN-4), 1994 (DEN-1, DEN-2 y
DEN-4), 1995-1997 (todos los serotipos) (Lorofio-Pino et al., 2004).

Debido a que son 4 los serotipos que conforman la enfermedad, la introduccion
de cada uno de ellos ha significado la presencia de brotes con un niimero mayor 0 menor

de casos, haciéndose mds notorio en los afios de 1996-97 en donde seintrodujo el
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serotipo III, con mds de 5000 casos. En el 2001 y 2002 este fendmeno similar fue mejor
contenido debido a cambios en el programa de prevencion y control y la vigilancia
epidemioldgica, en cuanto a la oportunidad de las acciones, la confirmacién o descarte
de los casos presentados y al involucramiento de los municipios en términos de tratarse
de un problema con grandes rasgos de mal saneamiento ambiental derivado de las
carencias o rezagos de servicios de recoja de basuras, quienes contrataron personas para
las acciones de intervencion especificas. A partir del 2000, se ha comenzado a tener otra
situacion epidemioldgica, al encontrar una proporcion cada vez mayor de casos con
manifestaciones hemorragicas y otros de mayor severidad y en grupos de edad mas
jovenes, con relacién al nimero de casos de dengue cldsico, como ocurre en otros paises
en donde existe la endemicidad del padecimiento. Lo cual quiere decir que se estd
permanentemente expuestos a brotes de casos complicados si no se mantienen y mejoran
las acciones de todos los niveles institucionales, municipales y de las familias para
controlar la presencia de los factores de riesgo (patios limpios de vectores, de criaderos,
etc.) que derivan en casos en el estado (Servicios de Salud de Yucatédn, 2013).

En la figura 4 se muestra el nimero de casos por dengue cldsico (DC) y dengue
hemorragico (DH) en los tltimos 6 afios en Yucatdn. Se observa como los casos tanto de
DC como DH han ido a la alza. En 2008, al cierre del afio se registraron 509 casos por
DC y 125 por DH. A partir del afio 2009 se observa un incremento notable en el nimero
de casos, cerrando el 2011 con 3425 casos por DC y 1615 por DH. Incremento notorio
se mostro en los casos por DH, observandose al cierre del 2012, 2497 personas con este
padecimiento. Para la semana 15 del 2013, se habian registrado 152 casos por DC y 94
por DH. La época de secas de ubica aproximadamente entre la semana 14 a la 24 de
cada afio, mientras que la época de lluvias entre la semana 25 a la 40. En esta misma
figura se puede observar como meses después de la época de lluvias el nimero de casos
aumenta a pesar de las estrategias aplicadas para el control de la enfermedad. El 3 de

enero del 2013, el secretario de salud del estado de Yucatdn anuncio la puesta en marcha
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de programas emergentes para combatir al mosquito trasmisor Ae. aegypti. A partir de
esa fecha, ya no serd una campaiia, sino un programa permanente de recoleccién de

cacharros, abatizacién y fumigacion.

Figura 4. Casos de dengue cldsico y dengue hemorrdgico presentados en el

estado de Yucatan del afio 2008 al 2013
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En el mes de febrero del 2012, autoridades del sector salud informaron que
Yucatin se concentraba el 57% de los casos de personas infectadas por dengue a nivel
nacional. Anunciaron también una inversion de 20 millones de de pesos en acciones
para eliminar criaderos del mosquito Ae. aegypti en la ciudad de Mérida y Valladolid.
En todo el pais se habian confirmado mil 112 casos de personas con dengue desde 2011,
de los cuales 635 se reportaron en Yucatan, y de estos 445 fueron de Mérida. (SSA,
2012). Para los primeros meses del 2013, el estado de Yucatan se encuentra liderando la
lista nacional de casos de acuerdo con el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica

y Control de Enfermedades.

Gabriela Gonzdlez Olvera | 46



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

En resumen, durante los ultimos afios esta enfermedad se ha caracterizado por
presentar en Yucatdn un nimero de enfermos mayor, en los menores de 15 afios de edad,
tal como ocurre en los paises del Continente Asidtico en donde es endémica. No obstante
la mejora del programa de prevencién y control en los dltimos afios y la consecuente
reduccién del ndmero de casos, el riesgo de la presentacion de casos graves se ha
incrementado porque la mayor parte de la poblacion ya tuvo el padecimiento y en estos

es mayor la probabilidad de tener complicaciones.
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5. METODOS

5.1. Area de estudio

El area de estudio corresponde a la ciudad de Mérida, se ubica en la peninsula de
Yucatdn, la cual pertenece a la zona sureste de México. Se encuentra a 20 minutos de la
playa mdas préxima, que la enlaza con el Golfo de México; y el sitio mds distante del
Estado de Yucatdn a solamente tres horas por carretera, y a cuatro horas el punto més
lejano de la Peninsula. Su superficie es de 858.41 kilometros cuadrados, representa el
2% del territorio estatal y el 0.04% del territorio nacional. El Municipio cuenta con 12
pueblos: Caucel, Cosgaya, Chablekal, Cholul, Chuburnd de Hidalgo, Dzitya,
Dzununcén, Komchén, Molas, San José Tzal, Sierra Papacal y Sitpach. El drea de
estudio se enfoca en el poblado de Chuburnd de Hidalgo, ubicado en la zona
metropolitana de la ciudad, en las coordenadas 21° 1' latitud norte y 89° 38' longitud

oeste, con una altura sobre el nivel del mar, de 9 metros (Figura 5).
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Figura 5. Area de estudio, Poblado de Chuburné de Hidalgo, Zona metropolitana de la

ciudad de Mérida, Yucatan.

La ciudad de Mérida, cuenta con un clima cdlido, muestra un gradiente térmico
con temperaturas menores a 32° C en la costa y que va en aumento hacia el interior del
municipio, donde se registran valores promedio al afio mayor a 36° C. En general, la
temperatura dominante esta entre el rango de los 32° C a 36° C, lo anterior de acuerdo a
los registros de la Comision Nacional del Agua. Otros registros muestran los valores de
las temperaturas mdximas, media y minima obtenidos en la cabecera son 40.2° C, 26.2°
Cy 14° C respectivamente. Respecto a las lluvias en el municipio Mérida, de acuerdo a
su geografia, geologia y su ubicacion tropical, se ve afectado casi todo el afio por
fenémenos hidrometeoroldgicos (depresiones tropicales, tormentas tropicales,

huracanes), excepto en abril y mayo, que son los meses considerados como temporada
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de secas. Por otra parte, los meses de mayor incidencia de estos fendmenos son: agosto
septiembre y octubre. Sin embargo, el periodo de ocurrencia para toda la Peninsula de
Yucatdn, se extiende desde junio hasta noviembre. La precipitacion pluvial en la ciudad
de Mérida, Yucatdn, ha variado en los ultimos afios, registrindose una minima de 200

mm hasta los 1500 mm como maxima en 2003.

5.2.  Material biol6gico

Se llevaron a cabo dos recolectas de mosquitos por afio, la primera en la
temporada de secas, y la segunda en la temporada considerada de lluvias. Lo anterior fue
realizado del afio 2007 al afio 2010. Se recolectaron larvas de distintos estadios, las
cuales se obtuvieron de criaderos naturales mediante el uso de caladores estdndares. El
material recolectado fue transportado en bolsas Whirl-Pak Nasco® dentro de termos

conteniendo agua para minimizar el estrés causado por el traslado (Figura 6).

Figura 6. Bolsas Whirl-Pak Nasco® para transporte de larvas.

5.2.1. Establecimiento de colonias en el laboratorio.
Las larvas fueron distribuidas en charolas de plastico de 35 x 25 cm conteniendo

agua declorada. Cada charola fue identificada indicando la localidad de (figura 7). Las
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larvas fueron alimentadas periédicamente con polvo de higado en solucién con agua al
50%. Una vez que las larvas pasaron al estadio de pupa, estas se transfirieron a cdmaras

de emergencia, al emerger los mosquitos se trasladaron a jaulas de cria de 30 x 30 cm.

Figura 7. Charolas de pléstico para cria de larvas

Los mosquitos adultos se alimentaron con una solucién azucarada al 10%
utilizando como matriz algodones impregnados. Las hembras fueron alimentadas con
sangre de rata para la producciéon de huevos. Las colonias se mantuvieron en
condiciones de temperatura y humedad controladas: 24 +/- 2°C y 70% HR.

Dentro de las jaulas se colocaron vasos de agua conteniendo papel filtro como
superficie de ovoposicion, éstos se mantuvieron de 3-5 dias para permitir la
embrionacion. Las papeletas con huevos, se dejaron secar sobre charolas para su

posterior almacenamiento figura 8.
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Figura 8. Vasos con papel filtro para recolectar huevos.

Los huevos contenidos en papeletas fueron puestos a eclosionar para la obtencién de
larvas y adultos, continuando el ciclo hasta obtener las generaciones F; y F, con las

cuales se realizan los bioensayos.

5.3. Susceptibilidad a temefos en larvas.

La susceptibilidad de las poblaciones de Ae. aegypti (L.) ante el organofosforado
temefos se determiné mediante el método de OMS (1981).

Para los bioensayos se utilizaron larvas de tercer estadio tardio, cuarto temprano. Se utilizé
temefos (0,0,0°0O’-tetrametil — O,0’-tiodi p-fenilen difosforotionato), comtinmente

conocido como “Abate”, (97.5% de pureza del i.a. Chem Service, Westchester, PA)

Se prepararon recipientes con capacidad 250 ml, correctamente etiquetados identificando el control,

nombre del producto en evaluacién, concentracién nimero de repeticiéon, completando 3 repeticiones por
concentracién (figura 9). En cada recipiente se colocaron 20 larvas de III o IV estadio. Para los
controles se colocaron 99 ml de agua corriente declorada o agua destilada mas 1 ml de alcohol (etanol).
Se prepararon soluciones stock del larvicida temefos y se hicieron diluciones que
constituyeron las diferentes dosis; se agregd el insecticida temefos a cada vaso y se
registré la mortalidad cada 15min hasta completar 2hrs, 4 hrs, 6hrs, 8hrs y 24hrs de

exposicion.
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Con estos datos se determiné el porcentaje de mortalidad a las 24 hrs, buscdndose

porcentajes entre el 8% al 90 % de mortalidad.

Figura 9. Recipientes con 99ml de agua declorada correctamente eiquetados para la

realizacién de bioensayo en larvas

Como todos los bioensayos de resistencia, los datos obtenidos por este método
necesitan una comparacion con larvas susceptibles, utilizamos la cepa de referencia New

Orleans (obtenida originalmente del CDC de Atlanta).

5.4. Determinacién de la susceptibilidad a piretroides en adultos de Ae. aegypti
La susceptibilidad poblaciones de adultos de Ae. aegypti (L.) se determiné mediante
el método de “Botella impregnada” (Nrogdon y McAllister 1998b) ante diferentes

dosis de los insecticidas: permetrina ,deltametrina, fenotrina.
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Tabla 1. Descripcién de insecticidas piretroides utilizados.

Cantidad
Pureza
Nombre Nombre quimico (mg)
6% cis-1R
fenotrina d-(cis-trans)-Phenotrin 50
94% trans-1R
Trans-permethrin 92% trans
permetrina 50
(mezcla isomerica) 6% cis
(RS)-alfa-ciano-fenoxibencil-
(1RS,3RS;1SR,3SR)3- (2,2-
deltametrina 100 99.00%

diclorovinil)-2.2-

dimetilciclopropanocarboxilato

5.4.1. Preparacion de las botellas.

Se utilizaron botellas de vidrio Wheaton de boca angosta (3 cm) y 250 ml de

capacidad, con tapén de rosca, limpios y secos (figura 10). A cada botella debidamente

identificada se le agreg6 1 ml de acetona e inmediatamente después el volumen de la

solucién stock adecuado para obtener la concentracion deseada en pg/botella, se tapd, se

agitd la mezcla suavemente y se rotd la botella en varias direcciones con la finalidad de

que toda la superficie de la botella incluyendo la tapa quedara completamente

impregnada con la solucidén. Posteriormente se retird la tapa, se continué rotando hasta

que se observé poco liquido y se dejé evaporar el solvente restante durante 24 h a

temperatura ambiente en oscuridad.
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Figura 10. Material necesario para impregnar las botellas.

5.4.2. Bioensayos

Contando con el material preparado y los mosquitos se procede al bioensayo.
Para ello se utilizaron mosquitos donde no hubo discriminacion entre hembras y machos.
Se colectaron en un tubo o aspirador bucal 20 mosquitos adultos de 1-3 dias de edad, en
el caso de las hembras, alimentados sin ingesta de sangre y se transfirieron a las botellas
impregnadas. Se tapa rdpidamente la botella para impedir el escape de los mosquitos y
se examinan (figura 11). Las dosis por botella empleadas para cada insecticida variaron

segln la respuesta obtenida en los mosquitos de cada una de las poblaciones.

Figura 11. Mosquitos aspirados y transferidos a las botellas.
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Una vez que los mosquitos fueron expuestos a la dosis de cada insecticida se
hicieron observaciones cada 10 minutos, asi hasta completar 1 hora. Cada 10 min se
registré la cantidad de mosquitos derribados hasta completar 60min. El criterio para
determinar el estado de derribe se basé en: 1) el mosquito se encontraba con el dorso en
el fondo de la botella (o con las patas hacia arriba), 2) es incapaz de volar, 3) tiene
movimientos aberrantes y es incapaz de mantenerse en posicion erguida. Después de una
hora de exposicion, los mosquitos (derribados o no) fueron transferidos a vasos de
recuperacion. con una tapa de gasa, y a los cuales se les coloco en la parte superior un

algodén humedecido con solucién azucarada al 10% para su alimentacién (figura 12).

Figura 12. Camaras de recuperacion

El tiempo de recuperacion fue de 24 hrs. A la hora solo se hace anotacion de la
cantidad de mosquitos derribabos (efecto knock down de los piretroides), y a las 24 hrs
aquellos que estén muertos o vivos, sin embargo puede darse el caso de que algunos
mosquitos puedan haberse recuperado en el transcurso de las 24 hrs. Con estos datos se
determiné el porcentaje de mortalidad tanto a la hora como a las 24 hrs, buscandose
porcentajes entre el 8% al 90 % de mortalidad. Todos los bioensayos fueron realizados

por triplicado para cada dosis de insecticida
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Como todos los bioensayos de resistencia, los datos obtenidos por este método
necesitan una comparacién con mosquitos susceptibles, para esto se utiliz6 la cepa de

referencia New Orleans, misma proporcionada por el CDC de Atlanta.

5.5. Mecanismos enziméticos de resistencia.

Lotes de 60 larvas fueron expuestas a la CLs( de temefos, una vez obtenido el 50%
de mortalidad se separaron las larvas vivas y se congelaron. Para el caso de los adultos,
estos expuestos previamente a los piretroides para la cuantificacion de enzimas
detoxificativas. Lotes de 60 hembras de cada poblacién sin ingesta sanguinea y 1 a 3
dias de emergidas fueron sometidas a la respectiva CLsy durante el tiempo que ocasiond
el 50 % de mortalidad, el cual correspondié al momento cuando el 50% de los insectos
expuestos estaban derribados o muertos dentro de la botella. Posteriormente fueron
separados los supervivientes de los muertos y almacenados individualmente a -70°C.
Finalmente un total de 30 mosquitos supervivientes y 30 muertos fueron usados para la

cuantificacion de enzimas detoxificativas.

Mediante los ensayos bioquimicos se buscaron enzimas alteradas de
acetilcolinesterasa (AChE), glutation-s- transferasa (GST), esterasas y monooxigenasas.
La AChE alterada es el mecanismo de resistencia mds comun para insecticidas
organofosforados y carbamatos. Los altos niveles de GST son asociados con resistencia
al DDT y en algunos casos a organofosforados. Las esterasas pueden también estar
involucradas en la resistencia a organofosforados, carbamatos y piretroides. Sin
embargo, existen esterasas especificas para cada tipo de insecticidas.

Para la determinacién de los mecanismos de resistencia se aplicé el método del
CDC de Atlanta, GA, USA. Se homogeniz6 el individuo completo (larva o adulto)
individualmente en 100 ul de 0.01 M ph 7.2 de buffer de potasio, y posteriormente se re

suspendi6 con el mismo buffer hasta tener un volumen de 2 ml. Se tomaron alicuotas de
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100 pl del homogenato y se transfirieron a pocillos de una microplaca. Los individuos
fueron analizados por triplicado. Se evaluaron las 6 diferentes enzimas de resistencia
para cada mosquito: acetilcolinesterasa (AChE), acetilcolinesterasa insensible (iIAChE),
o y P esterasas, oxidasas microsomicas de funciéon multiple (MFO) y glutatién s-
transferasas (GST) segin lo describe Brogdon y McAllister (1998, 1997), Brogdon y
Barber (1990); Brogdon (1989) y Brogdon et al., (1988 a, b)

5.5.1. Prueba oy B- esterasas

Los reactivos alfa o beta naftil acetato se mezclaron con el homogenato y se incubé a
temperatura ambiente por 20 minutos. Orto Dianisidina tetrazotizada es agregada, y la
microplaca se incuba por 4 minutos y después de este tiempo se leyo utilizando el filtro

de 540 nm. Alfa o beta naftil son utilizados como controles positivos.

5.5.2. Prueba hemo-peroxidasas

3,3,5,5-tetrametil benzidina hidrocloruro (TMBZ) se disuelve en metanol y se
agregan a buffer de acetato 0.25 M pH 5 y se mezcla con el homogenato del mosquito
junto con peroxido de hidrogeno 3% . Esto se incub6 por 10 minutos y después se ley6
con un filtro de 620 nanémetros. Citocromo C (de corazén bovino) es utilizado como

control positivo.

5.5.3. Prueba Glutation-S-Transferasa

Glutation reducido se agregé al homogenato junto con 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno
(cDNB). Esto se lee inmediatamente con un lector de microplacas utilizando un filtro de
340 nm y después de 5 minutos. La lectura inicial TO se resta de la lectura a los 5

minutos.
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5.6.  Analisis de resultados.

5.6.1. Dosis, tiempo- mortalidad.

Las mortalidades obtenidas en los bioensayos con temefos y malatién tanto en
las sub-poblaciones bajo estudio como en la cepa de referencia NO, fueron analizadas
por medio log-probit software basado en Finney (1971) para determinar la concentracion
letal media (CLsg) y tiempo letal medio (TLs).

La Concentracion knocdkown CKsy 0 de derribo fue determinada con los insectos
caidos durante la hora de exposicion a los piretroides, asi como el Tiempo Knockdown
cincuenta (TKsp) y las CLso y TLsy con estos valores y con los obtenidos luego 1h, 2h,
4h de exposicién y 24 h posteriores a la exposicion de los mosquitos.

Se determiné diferencia significativa al comparar los valores de CL5oy TKso para
temefos y CKsp, CLsg, TK59 y TLso para piteroides con base en la comparacion de los
intervalos de confianza. Traslape entre los mismos indica no diferencia entre los

mismos.

5.6.2. Calculo del Factor de Resistencia (FR) en larvas y adultos.

Los Factores de Resistencia (FRsg) fueron calculados dividiendo los valores de
las CLso en el caso de larvas y CKso y CLso de las poblaciones bajo estudio entre los
obtenidos en la cepa susceptible New Orleans.

Este valor nos permite caracterizar las poblaciones de acuerdo al criterio
propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995) como: alta resistencia cuando el valor de
FR> 10, moderada resistencia cuando el valor de FR cae entre 5 y 10 y baja resistencia

cuando el FR< 5.
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5.6.3. Andlisis de varianza con disefio de bloques al azar y prueba de Tukey con
valores de FRCKS50 y FRCL50 mostrados por poblaciones adultas Ae. aegypti de época
de secas y lluvias.

Para establecer si existe diferencia significativa entre las poblaciones de época de
lluvias y secas con respecto a los niveles de resistencia al derribo o post-recuperacion
ante los piretroides en estudio, se realizd6 un ANOVA (a = 0.05) en disefio de bloques al
azar y prueba de Tukey (a = 0.05) utilizando los valores de FRCK50 y FRCL50 de cada

poblacion.

5.6.4. Anadlisis de datos de los Mecanismos Enzimaticos de resistencia.

Obtenidos los datos de absorbancia para cada enzima, se cred una base de datos en
Excel y se calcul6 el promedio de los valores de absorbancia por insecto. Se realizé una
prueba de ANOVA (o = 0.05) y la prueba de Tukey (a = 0.05) para determinar
diferencias significativas entre los niveles enziméticos de las poblaciones, tanto en de
larvas, como en adultos luego de ser expuestas al insecticida. Los datos de absorbancia
para la cepa susceptible se obtienen de la misma forma que para las poblaciones bajo
estudio. Estos valores fueron empleados para comparar dichas poblaciones con respecto
a la cepa de referencia.

El umbral de resistencia correspondié a la maxima absorbancia de la enzima en
los especimenes supervivientes de la cepa NO, el cual fue comparado con los
supervivientes de las poblaciones estudiadas y usado para clasificar los mecanismos
enzimaticos como no alterado (NA), incipientemente alterado, o alterado si menos del
15% de los especimenes exceden el umbral, entre 15 y 50% o cuando mas del 50%
excede este umbral, respectivamente (Montella et al., 2007).

Andlisis de regresion lineal fueron realizados entre los valores de las CLsg y los
niveles enzimdticos (promedio de absorbancia) de los individuos supervivientes y los

niveles enziméticos. La prueba de R” fue llevada a cabo para conocer el grado de
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asociacion entre ambas variables.

Finalmente tres criterios fueron considerados para determinar si un mecanismo
enzimatico estuvo involucrado con la resistencia encontrada: 1) mas del 50% de los
especimenes supervivientes de la sub-poblacién estudiada excedieran el umbral de
resistencia, 2) el valor promedio de la absorbancia de la enzima sea superior en los
especimenes supervivientes que en los muertos dentro de una poblacién y a su vez
superior a los supervivientes de la cepa NO (p<0.05); y 3) que exista alta correlacién

significativa entre los valores de CLs y los niveles enzimaéticos.
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6.- RESULTADOS

6.1 Susceptibilidad a temefos.

6.1.1 CLso para temefos en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburnd de
Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afo

2007 al 2010.

El organofosforado temefos fue probado en poblaciones larvarias de Ae. aegypti
del poblado de Chuburna de Hidalgo, pertenecientes a la temporada de secas de los afios
2007, 2008, 2009 y 2010. Asi mismo en poblaciones de época de lluvias de los afios
2007 y 2009. Los resultados de toxicidad con base en la CLsy, se obtiene registrando la
mortalidad de la poblacién pasadas 24 horas del bioensayo. Los resultados se muestra en
la tabla 2. El traslape de los limites de confianza nos permiten determinar diferencia
significativa entre los valores de CLsy de cada poblaciéon. A excepcion de la CLs
calculada en la poblacion larvaria de la época de secas del 2007, para el resto de las

poblaciones se present6 traslape entre los limites de confianza (95%).
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Tabla 2. Valores de CLso para temefos en las poblaciones de Ae. acgypti de Chuburna de
Hidalgo, en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias de los afios

2007 al 2010.

Poblacién CLs (LC95%)
Secas 0.190 0.17-0.20
2007
Lluvias 0.090 0.09-0.10
2008 Secas 0.092 0.08-0.09
Secas 0.100 0.09-0.15
2009
Lluvias 0.098 0.09-0.012
2010 Secas 0.095 0.07-0.014

Se calculd el factor de resistencia (FR) de la CL5y (FRCLsp) para cada poblacidn,
esto al dividir el valor de CLsy de la poblacién en estudio sobre el de la cepa susceptible.
En la figura 13 se muestran los FR’s para cada poblacion. Este valor nos permite
caracterizar las poblaciones de acuerdo al criterio propuesto por Mazzarri y Georghiou
(1995) como: alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada resistencia cuando
el valor de FR cae entre 5 y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5. Los valores de FR en
las poblaciones de época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, fueron de 30X,
18.4X, 20X y 19X, respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y
2009 los factores de resistencia fueron 18X y 19.6X. De acuerdo a estos criterios las
poblaciones larvarias de ambas épocas del afo presentan alta resistencia al larvicida

temefos.
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Criterios propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995): alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada

resistencia cuando el valor de FR cae entre 5y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 13. Concentracién letal media (CLs0), de las diferentes poblaciones de Ae.

aegypti a temefos.
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6.2. Susceptibilidad a permetrina.

6.2.1 CKso para permetrina en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburna de
Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afio

2007 al 2010.

La permetrina fue probada en poblaciones adultas de Ae. aegypti del poblado de
Chuburnd de Hidalgo, estds pertenecientes a la temporada de secas de los afios 2007,
2008, 2009 y 2010. Asi mismo en poblaciones de época de lluvias de los afios 2007 y
2009. Los resultados de toxicidad con base a la CKsp, se calculan registrando la
mortalidad a la hora de haber sido expuestos al insecticida. El traslape de los limites de
confianza del 95% nos permiten determinar la existencia de diferencia significativa entre
los valores de CKsy de cada poblacion. Los datos calculados se muestra en la tabla 3.
Los valores de los limites de confianza de CKsp para permetrina nos indican diferencia
significativa solamente entre las poblaciones de secas de 2010 y 2007. No se encontrd
diferencia para el resto de las poblaciones
Tabla 3. Valores de CKso en pg/botella de permetrina sobre adultos de Ae. aegypti de
Chuburnd de Hidalgo en Meérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y

Iluvias del afio 2007 al 2010.

Poblacion CKsg (LC95%)
Secas 5.66 0.51-17.40
2007
Lluvias 9.1 7.10-11.50
2008 Secas 8.23 6.56-10.49
Secas 8.84 7.41-9.35
2009
Lluvias 9.37 8.10-11.01
2010 Secas 13.69 11.68-15.66
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Se calcul6 el factor de resistencia con los valores de CKsy (FRCKs) para cada
poblacién, esto al dividir el valor de CKsy de la poblacién en estudio y el de la cepa
susceptible. En la figura 14 se observan los valores de FRCKj5y de las poblaciones de
época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, siendo éstos 12.5X, 18.3X, 19.6X y
30.4X, respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y 2009 los
factores de resistencia fueron 20.2X y 19.6X. De acuerdo a estos criterios las
poblaciones adultas del mosquito de ambas épocas del afio presentan alta resistencia al

derribo a la permetrina.
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Mazzarri y Georghiou (1995) como: alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada resistencia cuando el valor

de FR cae entre 5y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 14. Concentraciéon knock-down media (CKso), de las poblaciones de Ae. aegypti a

permetrina.
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6.2.2 CLso para permetrina en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburna de
Hidalgo en Me¢érida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afio

2007 al 2010.

Los resultados de toxicidad con base en la CLsy, se calculan registrando la
mortalidad a las 24 horas de haber sido expuestos al insecticida y transferidos los
mosquitos a vasos de recuperacion libres de insecticida. No se encontré diferencia
significativa entre los valores de CLsy para permetrina entre las poblaciones bajo

estudio.

Tabla 4. Valores de CLso en pg/botella de permetrina sobre adultos de Ae. aegypti de
Chuburnd de Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y

lluvias del ano 2007 al 2010.

Poblacion CLsg (LC95%)
Secas 7.19 5.96-8.59
2007
Lluvias 8.94 6.99-11.26
2008 Secas 8.57 6.76-10.59
Secas 8.64 6.51-10.23
2009
Lluvias 8.81 6.62-10.55
2010 Secas 12.4 10.33-14.49

Los valores de FRCLsy para cada poblacion se muestran en la figura 15. Los
resultados correspondientes a la temporada de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y
2010, fueron 25X, 30X, 30.8X y 44X, respectivamente. Para las poblaciones de época de
lluvias de los afios 2007 y 2009, fueron 31x y 31.4X. Los valores de FRCLs, indican

una alta resistencia post-recuperacion a la permetrina.
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Criterios propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995) : alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada

resistencia cuando el valor de FR cae entre 5y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 15. Concentracion letal media (CLso0), de las diferentes poblaciones de Ae.

aegypti a permetrina.

6.2.3 Tiempo knock-down medio (TCKso0) y Tiempo letal medio (TLso) de poblaciones

de Ae.aegypti ante permetrina.

Los valores de TCKso y TLso se muestran en tabla 5. Estos valores estdn
representados en horas:minutos (hr:min). Los valores de TCKsy en las poblaciones de
época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, fueron de 0:27, 0:31, 0:38, 0:21
respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y 2009 fueron 0:25,
0:32, respectivamente. Comparando los limites de confianza (95%) para los valores de
TCKj5o de cada poblacion, se encontrd traslape entre los mismos, indicando que no existe

diferencia significativa. Los valores de TLso para las poblaciones de época de secas de
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los afos 2007, 2008, 2009 y 2010, fueron de 25:03, 31:59, 50:38, 17:48
respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y 2009 fueron 23:02,
35:29. El valor de TLs, presentado por la poblacién de la época de secas del 2010 solo
presenta traslape con el valor de la poblacién de secas del 2007 y es diferente

significativamente al resto de las poblaciones.

Tabla 5. Valores de TCKsoy TLso en horas y minutos obtenidos para cada poblacion de

Ae. aegypti ante permetrina.

Poblacién TCKj50hr:min (LC95%) TLsphr:min (LC95%)

Secas 0:27 0:20-0:33 25:03 12:59-44:11

2007
Lluvias 0:25 0:20-0:29 23:02 15:11-31:46
2008 Secas 0:31 0:26-0:33 31:59 23:29-42:23
Secas 0:38 0:35-43:04 50:38 40:48-61:41

2009
Lluvias 0:32 0:27-0:36 35:29 30:15-39:45
2010 Secas 0:21 0:18-0:24 17:48 13:22-21:56
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6.3. Susceptibilidad a deltametrina.

6.3.1 CKso para deltametrina en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburnd de
Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afio

2007 al 2010.

Los resultados de CKsp en poblaciones adultas de Ae. aegypti del poblado de
Chuburnd de Hidalgo, expuestas a deltametrina se muestran en la tabla 6. En la
temporada de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, los valores de CKs fueron
0.45, 0.17, 0.25, 0.20, respectivamente. En las poblaciones de época de lluvias de los
afios 2007 y 2009, los valores fueron 0.21, 0.21, respectivamente. Los limites de
confianza del valor de CKs de la poblacion de secas del 2007 no presenta traslape con

respecto a los valores de CKs del resto de las poblaciones.

Tabla 6. Valores de CKso en pg/botella de deltametrina sobre adultos de Ae.
aegypti de Chuburna de Hidalgo en Mérida, Yucatin, correspondientes a dos €pocas,

secas y lluvias del afio 2007 al 2010.

Poblacion CKsg (LC95%)
Secas 0.45 0.35-0.56

2007
Lluvias 0.21 0.18-0.29
2008 Secas 0.17 0.13-0.22
Secas 0.25 0.21-0.28

2009
Lluvias 0.21 0.17-0.29
2010 Secas 0.20 0.16-0.25
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Se calcul6 el factor de resistencia con los valores de CKsy (FRCKsj) para cada
poblacién, esto al dividir el valor de CKsy de la poblacién en estudio y el de la cepa
susceptible. En la Figura 16 se observan los valores de FRCKs, en las poblaciones de
época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, siendo éstos: 21.61X, 8.19X, 12.4X
y 9.71X, respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y 2009 los
factores de resistencia fueron 10.23X y 10.19X. De acuerdo al criterio mencionado
anteriormente para caracterizar la resistencia en las poblaciones, todas las poblaciones
estudiadas presentan resistencia al derribo a la deltametrina a excepcién de las

poblaciones de secas del 2008 y 2010, cuyos valores indican resistencia moderada.
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Criterios propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995): alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada

resistencia cuando el valor de FR cae entre 5 y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 16. Concentracién kcnock-down media (CKso) de las diferentes poblaciones de

Ae. aegypti a deltametrina.
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6.3.2 CLso para deltametrina en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburna de
Hidalgo en Me¢érida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afo

2007 al 2010.

Los resultados de toxicidad con base a la CLs,, se muestra en la tabla 7. Las
poblaciones de mosquitos adultos de época de secas de los anos 2007, 2008, 2009 y
2010, mostraron valores de 0.468, 0.162, 0.191, respectivamente; mientras que para la
época de lluvias del 2007 y 2009 mostraron valores de 0.19 y 0.180, respectivamente.
De acuerdo a los limites de confianza (95%), el valor de CLsy para deltametrina de la
época de secas del afio 2007, fue la tinica que no mostré traslape con respecto al resto de

las poblaciones, indicando diferencia significativa.

Tabla 7. Valores de CLso para deltametina en las poblaciones de Ae. aegypti de
Chuburnd de Hidalgo, en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y

Iluvias del afio 2007 al 2010.

Poblacion CLs (LC95%)
Secas 0.468 0.41-0.49

2007
Lluvias 0.19 0.16-0.23
2008 Secas 0.162 0.12-0.21
Secas 0.191 0.18-0.21

2009
Lluvias 0.180 0.17-0.19
2010 Secas 0.177 0.15-0.20

Los valores de FRCLs, para cada poblaciéon se muestran en la figura 17. Los

resultados correspondientes a la temporada de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y
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2010, fueron 33X, 8X, 9.5X y 8.5X, respectivamente. Para las poblaciones de época de
lluvias de los afios 2007 y 2009, fueron 9.5X y 9X, respectivamente. De acuerdo al
criterio de Mazzarri y Georghiou (1995) los valores de FRCLsy indican que las
poblaciones de la época de secas del afio 2007 presentaron alta resistencia post-
recuperacion (33X, FR>10), mientras que para el resto de las poblaciones la resistencia

fue moderada, con valores entre 8 y 9.5X.
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Criterios propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995) : alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada

resistencia cuando el valor de FR cae entre 5 y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 17. Concentracion letal media (CLso), de las diferentes poblaciones de Ae.

aegypti a deltametrina.
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6.3.3 Tiempo knock-down medio (TCKs0) y Tiempo letal medio (TLso) ante

deltametrina en las diferentes poblaciones de Ae.aegypti.

Los valores de TCKso y TLso se muestran en tabla 8. Estos valores estdn
representados en horas:minutos (hr:min). Los valores de TCKsy en las poblaciones de
época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, fueron de 0:15, 0:30, 0:44, 0:32
respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y 2009 fueron 0:25,
0:42. Comparando los limites de confianza del 95 % para los valores de TCKs, de cada
poblacién, no se encontré traslape en los valores correspondientes a la época de secas
del 2007 y 2009 con respecto a los valores del resto de las poblaciones, lo que indica
que hay diferencia significativa entre los mismos. Por otra parte, Los valores de TLs
para las poblaciones de época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, fueron :
1:40, 50:47, 66:06, 32:43, respectivamente ; mientras que para la época de lluvias del
2007 y 2009 fueron 29:09, 50:47. Los valores de TLs para las poblaciones de la época
de secas y lluvias del 2007 no presenta traslape entre sus limites de confianza, tampoco
con el resto de las poblaciones, lo que indica diferencia significativa. Los valores de los
limites de confianza dados por la poblaciéon de secas del 2010 de la misma forma, no
presenta traslape con ninguna poblacion excepto con los obtenidos para la época de

[luvias del 2007.
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Tabla 8. Valores de TCKsoy TLso en horas y minutos obtenidos para cada poblacién de

Ae. aegypti ante deltametrina.

Poblacion TCKsy (LC95%) TLso (LC95%)
Secas 0:15 0:11-0:19 1:40 0:00-6:00
2007
Lluvias 0:25 0:20-0:30 29:09 25:10-33:25
2008 Secas 0:30 0:22-0:35 50:47 46:22-58:46
Secas 0:44 0:40-0:49 66:06 60:58-73:55
2009
Lluvias 0:42 0:39-0:46 50:47 42:41-64:44
2010 Secas 0:32 0:24-0:39 32:43 27:03-39:15
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6.4 Susceptibilidad a fenotrina.

6.4.1 CKso para fenotrina en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburnd de
Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afio

2007 al 2010.

En la tabla 9 se muestran los valores de CKsy en pug/botella. Los valores de CKs
de las poblaciones de las temporadas de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010
fueron: 16.5, 80.20, 76.42 y 78.5, respectivamente. Las poblaciones de época de lluvias
de los anos 2007 y 2009, mostraron valores de 19.34, 79.23. Los valores de CKs, para
fenotrina nos indican que existe traslape entre los limites de confianza (95%) de las
poblaciones de época de 1luvias y secas del afio 2007, mas no con respecto al resto de las
poblaciones. Existe traslape entre los limites de confianza de las poblaciones de época
de secas de los afios 2008, 2009 y 2010, al igual que los valores para la poblacién de
lluvias del 2009.

Tabla 9. Valores CKso en pg/botella de fenotrina sobre adultos de Ae. aegypti de
Chuburnd de Hidalgo en Meérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y

Iluvias del afio 2007 al 2010.

Poblacion CKso (LC95%)
Secas 16.5 13.20-22.1
2007
Lluvias 19.34 17.31-21.41
2008 Secas 80.2 76.43-85.10
Secas 76.42 72.33-79.89
2009
Lluvias 79.23 75.00-83.54
2010 Secas 78.5 72.80-85.32
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Se calcul6 el factor de resistencia con los valores de CKsy (FRCKs) para cada
poblacién, esto al dividir el valor de CKsy de la poblacién en estudio y el de la cepa
susceptible. En la figura 18 se observan los valores de FRCKj5, de las poblaciones de
época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, siendo éstos: 37.5X, 182.2X,
173.6X y 178.4X, respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y
2009 los factores de resistencia fueron 43.9X y 180X. De acuerdo a los criterios

mencionados anteriormente, las poblaciones presentan resistencia al derribo a la

fenotrina.
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Criterios propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995): alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada

resistencia cuando el valor de FR cae entre 5 y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 18. Concentracién kenock-down media (CKso), de las poblaciones de Ae. aegypti

a fenotrina.
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6.4.2 CLs0o para fenotrina en las poblaciones de Ae. aegypti de Chuburnd de
Hidalgo en Meérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y lluvias del afo

2007 al 2010.

Los resultados de susceptibilidad a las 24h (CLsp), se muestra en la tabla 10.
Las poblaciones de mosquitos adultos de época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y
2010, mostraron valores de CLsy de 14.3, 78, 74.4 y 78.32 pg/botella, respectivamente;
Mientras que para las poblaciones de época de lluvias del 2007 y 2009 mostraron los
valores fueron de 17.6 y 77.0, respectivamente. De acuerdo a los limites de confianza
(95%), el valor de CLsy para fenotrina de la época de secas del afio 2007 no mostrd
traslape con respecto a los limites de confianza de los valores de CLs, del resto de las
poblaciones, indicando diferencia significativa. Los valores de CLsy para fenotrina
fueron significativamente iguales para las poblaciones de las épocas de lluvias y secas
del afio 2007, pero diferentes con respecto al resto de las poblaciones. Los valores de
CLs( de las poblaciones de secas del 2008, 2009 y 2010 y de lluvias 2009 no presentaron

diferencia significativa.
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Tabla 10. Valores de CLso para deltametina en las poblaciones de Ae. aegypti de
Chuburnd de Hidalgo, en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos épocas, secas y

luvias del afio 2007 al 2010.

CLs
Poblacion (LC95%)
pg/bot.
Secas 14.3 10.21-18.32
2007
Lluvias 17.6 11.82-24.63
2008 Secas 78.0 74.5-81.9
Secas 754 71.2-80.01
2009
Lluvias 77.0 72.51-81.08
2010 Secas 78.3 74.58-82.95

Los valores de FRCLs, para cada poblacién se muestran en la figura 19. Los
datos correspondientes a la temporada de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010,
fueron 41X, 158X, 220X y 229X, respectivamente. Para las poblaciones de época de
lluvias de los afios 2007 y 2009, fueron 50X y 226X. De acuerdo a los valores obtenidos

todas las poblaciones presentan resistencia post-recuperacion a la fenotrina
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Criterios propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995): alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada

resistencia cuando el valor de FR cae entre 5 y 10 y baja resistencia cuando el FR< 5.

Figura 19. Concentracion letal media (CLso), de las diferentes poblaciones de Ae.

aegypti a fenotrina.

6.4.3 Tiempo knock-down medio (TCKso) y Tiempo letal medio (TLso) de

poblaciones de Ae.aegypti ante fenotrina.

En la tabla 11 se muestran los valores de TCK50 en las poblaciones de época de
secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, estos fueron 0:37, 0:53, 0:60, 0:62 de
respectivamente; mientras que para la época de lluvias del 2007 y 2009 fueron 0:45 y
0:58. Comparando los limites de confianza del 95 % para los valores de TCKs0 de cada
poblacién, no se encontré traslape en los valores correspondientes a la época de secas y
lluvias del 2007 con respecto a los valores del resto de las poblaciones, lo que indica
que hay diferencia significativa entre los mismos. Por otra parte, los valores de TLs0

para las poblaciones de época de secas de los afios 2007, 2008, 2009 y 2010, fueron:
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26:00, 32:52, 40:25, 38:31, respectivamente; mientras que para la época de lluvias del
2007 y 2009 fueron 29:05 y 35:22. Los valores de TL50 para las poblaciones de la época
de secas del 2007 no presenta traslape entre sus limites de confianza con el resto de las
poblaciones, lo que indica diferencia significativa. Los valores de los limites de
confianza dados por el resto de las poblaciones si presentan traslape entre ellos lo que

indica que no existe diferencia significativa entre los valores de TL50.

Tabla 11. Valores de TCKso0y TLso0 en horas y minutos obtenidos para cada poblacién de

Ae. aegypti ante fenotrina.

Poblacién TCK;50hr:min (LC95%) TLsphr:min (LC95%)
Secas 0:37 0:30-0:40 26:00 22:00-34:14
2007 Lluvias 0:45 0:40-0:50 29:05 25:31-34:26
2008 Secas 0:53 0:48-0:60 32:52 28:39-35:23
Secas 0:60 0:55-0:63 40:25 38:28-43:31
2009 Lluvias 0:58 0:52-0:62 35:22 30:35-39:35
2010 Secas 0:62 0:58-0:66 38:31 36:23-41:46

6.5. Andlisis de varianza con disefio de bloques al azar y prueba de Tukey con valores de
FRCKs50 y FRCLs50 mostrados por poblaciones adultas Ae. aegypti recolectadas en
Chuburna de Hidalgo en Mérida, Yucatan y correspondientes a época de lluvias y secas

del afio 2007 al 2010.

A fin de encontrar diferencia significativa entre las poblaciones de adultos
recolectadas en €poca de lluvias y secas respecto a los niveles de resistencia al derribo o

post-recuperacion, se realiz6 un ANOVA (a = 0.05) con disefio de bloques al azar y
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prueba de Tukey (a = 0.05) con los valores de FRCK50 y FRCL50 mostrados por cada

poblacién.

En la tabla 12 se muestran los valores del ANOVA, donde los tratamientos estan
representados por las épocas, lluvias o secas, y los bloques por los valores de FRCK50
correspondientes para los insecticidas probados. Se encontré diferencia significativa
entre los valores de FRCK50 mostrados por las poblaciones adultas de Ae. aegypti de

época de secas con respecto a las poblaciones lluvias (p < 0.05).

Tabla 12. Andlisis de varianza con valores de FRCKs50 mostrados por poblaciones

adultas de Ae. aegypti pertenecientes a época de lluvias y secas del aiio 2007 al 2010.

Factor de Grados de Suma de Cuadrado F P>F
variacion libertas cuadrados Medio

EPOCAS 5 1295.984375 2459.196777 0.9056 0.515
FRCK:s0 2 70291.648438 35145.8242219  12.9424 0.002
ERROR 10 27155.515625 2715.9424

TOTAL 17 109743.148438

Coeficiente de variacion 78.5%.

Para identificar cuales poblaciones difieren en los niveles de resistencia al
derribo, se realiz6 la prueba de Tukey (o = 0.05). Los tratamientos uno (secas 2007, tres
(secas 2008), cuatro (secas 2009) y seis (secas 2010), corresponden a las épocas de
secas, mientras los tratamientos dos (lluvias 2007) y cinco (lluvias 2009) a las épocas de
lluvias, siendo las repeticiones (tres) los valores de FRCKS50. Las poblaciones de adultos
de época de lluvias del 2007 y 2009 resultaron diferentes significativamente en los
niveles de resistencia al derribo de poblaciones de adultos pertenecientes a la época de

secas del 2008, 2009 y 2010 (tabla 13).
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Tabla 13. Tabla de medias de Prueba de Tukey con valores de FRCKs50
mostrados por poblaciones adultas de Ae. aegypti pertenecientes a época de lluvias y

secas del afio 2007 al 2010.

Tratamiento Media
4 50.0000 *A
1 41.0000 AB
2 31.0000 B
5 30.0000 B
3 9.0000 C
6 8.0000 C

Nivel de significancia = 0.05. Tukey = 9.0182. Valores de tablas <0.05>, <0.01> =4.42, 5.45

*diferente letra indica diferencia significativa entre los tratamientos.

Mismo analisis se realizé para identificar diferencia significativa entre los niveles
de resistencia post-recuperacion de las poblaciones bajo estudio. Los resultados del
andlisis de varianza se muestran en la tabla 14, donde se observa diferencia significativa

entre los valores de FRCLs50 mostrada por cada poblacion.

Tabla 14. Andlisis de varianza con valores de FRCLs50 mostrados por poblaciones

adultas de Ae. aegypti pertenecientes a época de lluvias y secas del afio 2007 al 2010.

Factor de Grados de Suma de Cuadrado
Variacion Libertad Cuadrados Medio F e
EPOCAS 5 8484.81 1696.96 0.9861 0.527
FRCL5s0 2 54480.25 27240.07 15.8296 0.001
Error 10 17208.30 1720.83
Total 17 80173.26

Coeficiente de variaciéon = 75.4%
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Se encontré que las poblaciones de adultos de Ae. aegypti de la época de lluvias
del 2007 y 2009, fueron diferentes significativamente en los niveles de resistencia al

derribo a las correspondientes a la época de secas del 2008, 2009 y 2010 (tabla 15).

Tabla 15. Tabla de medias de Prueba de Tukey con valores de FRCL50 mostrados por

poblaciones adultas de Aedes aegypti pertenecientes a época de lluvias y secas del afio
2007 al 2010.

Tratamiento Media
4 43.9 *A
1 37.9 A
2 20.2 B
5 18.2 BC
3 10.2 CD
6 8.2 D

Nivel de significancia: 0.05. Tukey: 12.35. Valores de tablas: <0.05>,<0.01> = 4.28, 5.20.

*diferente letra indica diferencia significativa entre los tratamientos.
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6.6 Resultados de pruebas bioquimicas.

6.6.1. Caracterizacion de mecanismos enzimaticos de resistencia encontrados en
larvas de Ae. aegypti que supervivieron a la exposiciéon con CLsy de temefos,
pertenecientes a Chuburnd de Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos

temporadas climéticas de los afios 2007 al 2010.

6.6.1.1 Umbral de resistencia.

En el bioensayo enzimdtico con la cepa susceptible se obtiene un valor maximo
de absorbancia para cada enzima, dichos valores nos permiten calcular el umbral de
resistencia en cada poblacion. Dicho umbral, se determina calculando el porcentaje de
individuos que sobrepasan el valor mdximo de absorbancia observado en la cepa
susceptible. El porcentaje nos permite clasificar la actividad enzimdtica como no
alterada, cuando el porcentaje es menor al 15%, incipientemente alterada, si el
porcentaje cae entre el 15% y 50% vy alterada si sobrepasa el 50% (Montella et al.
2007).

En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos siguiendo el criterio de
Montella et al. (2007). De acuerdo a la clasificacién, las enzimas o-esterasas se
encuentran alteradas tanto en época de secas como en época de lluvias. En la época de
secas de los afios 2008, 2009 y 2010 se encontraron valores del 100% de individuos por
encima del valor maximo dado por la cepa de referencia, mientras que en la época de
secas y lluvias del 2007 se presentaron porcentajes de 96 y 93, respectivamente. Las [3-
esterasas se presentaron incipientemente alterados en época de secas de los afios 2007,
2008, 2009 y 2010, con porcentajes de 26 para los primeros tres afios, y 30 para el
2010. Las MFO se mostraron alteradas unicamente en la época de secas del 2009,

mientras que en la época de secas de los afios 2007, 2008 y 2010, asi como en la época
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de lluvias de los afios 2007 y 2009, se encontraron incipientemente alteradas, con
porcentajes de 20, 46 y 46 respectivamente para época de secas y para la época de
lluvias 20 y 7 porciento. Las GST se mostraron alteradas tanto en época de secas como
en lluvias de todos los afos muestreados. Aunque se encontro alterado el mecanismo de
GST en ambas épocas, los porcentajes maximos para este mecanismo enzimatico se
encontraron en la época de secas (2007-63%, 2008-73%, 2009-66%, 2010-80%), en
tanto en la época de lluvias se exhibieron porcentajes iguales o ligeramente menores

(2007-60%, 2009-66%).

Tabla 16. Porcentaje de individuos Ae. aegypti que sobrepasaron el umbral de tolerancia

establecido por la cepa de referencia New Orleans al tener seleccidn previa con temefos.

Poblacion o-esterasas [B-est MFO GST
Secas 2007 96 26 30 63
Lluvias 2007 93 0 20 60
Secas 2008 100 26 46 73
Secas 2009 100 26 50 66
Lluvias 2009 100 0 7 73
Secas 2010 100 30 40 80

Clasificaciéon de la actividad enzimatica de acuerdo a Montella et al. 2007: no alterada, (blanco) cuando los
porcentajes fueron menores al 15%, incipientemente alterada, (gris claro) los porcentajes estdn entre el 15% y 50% y

alterada (gris oscuro) si sobrepasan el 50%.
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6.6.1.2. Andlisis y comparaciones de medias de absorbancia obtenidas entre las

poblaciones larvarias de Ae. aegypti de época de secas y lluvias expuestas a temefos.

Los valores de absorbancia se sometieron a un andlisis de varianza y
comparacion multiple de medias, prueba de Tukey con un nivel de significancia p< 0.05.
Las comparaciones se realizaron entre los individuos de cada poblacion contra los

pertenecientes a la cepa de referencia New Orleans tabla (tabla 17).

Tabla 17. Medias de absorbancia y desviaciones estindar obtenidas mediante anélisis
de varianza, utilizando absorbancias mostradas por mosquitos Ae. aegypti (L.) que
sobrevivieron a la exposicion con temefos y comparacién de medias con respecto a la

cepa de referencia New Orleans (Prueba Tukey p< 0.05).

a-esterasas [-esterasas MFO GST

poblacién
= DS = DS DS = DS

l

New Orleans | 0.480" 0.036 0.818* 0.070 | 0.150* 0.012 | 0.032" 0.009

Secas 2007 | 0.800° 0.100 0.968° 0.103 | 0.150° 0.027 | 0.068* 0.026

Lluvias 2007 | 0.730° 0.082 0.760* 0.106 | 0.154* 0.114 | 0.082* 0.035

Secas 2008 | 0.814° 0.075 0.962° 0.095 | 0.167* 0.023 | 0.070° 0.024

Secas 2009 | 0.829° 0.066 0.939  0.095 | 0.163* 0.018 | 0.069* 0.030

Lluvias 2009 | 0.730°  0.062 0.807*  0.069 | 0.130° 0.027 | 0.084* 0.043

Secas 2010 | 0.820® 0.076 0.965° 0.105 | 0.171* 0.070 | 0.076* 0.021

Letras diferentes significa diferencia significativa

Las absorbancias medias arrojadas por el andlisis estadistico fueron graficadas
como se muestra en la figura 20. Las enzimas a-esterasas en las poblaciones de época
de secas y lluvias de todos los afos, mostraron diferencia significativa con respecto a la

cepa susceptible. En el caso de las B-esterasas, se encontrd diferencia significativa con
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respecto a la cepa susceptible en la época de secas del 2007, 2008 y 2009, mientras que
en la apoca de lluvias no se encontré diferencia significativa. Con respecto a las enzimas
oxidasas y GST, no se encontré diferencia significativa entre los valores medios de

absorbancia de ninguna de las poblaciones con respecto a la cepa susceptible.

u- esterasas p- esterasas MFO GST

e New Orleans  m===== Secas 2007 ——— Secas2008 m— Secas2009  m=——=1 Secas 2010

E— Lluvias 2007 Em— L luvias 2009
Diferencia significativa en los valores de absorbancias medias de cada poblacién por encima de la cepa

susceptible se indica con asterisco.

Figura 20. Valores medios de absorbancia en larvas Ae. aegypti (L.) de la cepa
susceptible New Orleans y Chuburnd de Hidalgo en la Ciudad de Mérida, Yucatan, que
sobrevivieron a la exposicion con temefos, correspondientes a dos épocas del afio, secas

y lluvias del afio 2007 al 2010.

Gabriela Gonzdlez Olvera | 88



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

6.6.2. Caracterizacion de mecanismos enzimaticos de resistencia encontrados en
adultos de Ae. aegypti expuestas a la CLsy de permetrina, pertenecientes a Chuburné de
Hidalgo en Mérida, Yucatédn, correspondientes a dos temporadas climdticas de los afios

2007 al 2010.

6.6.2.1 Umbral de resistencia.

De acuerdo a la clasificacion propuesta por Montella et al. 2007, los adultos que
sobrevivieron a la exposicion con permetrina mostraron principalmente alterado el
mecanismo de a-estresas (Tabla 18). En la época de secas de los afios 2007 y 2008, se
mostraron porcentajes del 100% de individuos que sobrepasaron el valor maximo dado
por la cepa susceptible para esta enzima, del mismo modo que las poblaciones de época
de lluvias del ano 2007 y 2009. Un porcentaje de 80 y 96, resultaron para la época de
secas del 2009 y secas del afio 2010, respectivamente. Las B-esterasas se observaron
alteradas en la época de secas de los afios 2009 y 2010. Incipientemente alterada se
encontraron en la época de secas del 2007 con un porcentaje del 26% de los individuos
que rebasaron el valor mdximo de absorbancia presentado por la cepa susceptible para
estas enzimas. Las poblaciones correspondientes a la época de secas del 2008 y lluvias
del 2007 y 2009, las P-esterasas se mostraron como no alteradas. Las oxidasas se
observaron como no alteradas, en la época de lluvias se encontraron porcentajes del 10%
(afio 2007) y 13% (afo 2009), mientras que en las épocas de secas el porcentaje fue 0,
excepto en el afio 2010 con el 3%. El mecanismo de las GST se exhibi6 alterado en la
apoca de secas del afio 2007 y 2010, con porcentajes de 76 y 100, respectivamente.
Este mecanismo se presentd incipientemente alterado en época de lluvias del 2009. En

contraste con lo anterior, en la época de secas del 2009 y lluvias del 2007 y 2008 dicho
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mecanismo se manifest6 como no alterado, con porcentajes de 10, 0 y O,

correspondientemente

Tabla 18. Porcentaje de adultos Ae.aegypti que sobrepasaron el umbral de tolerancia

establecido por la cepa de referencia New Orleans al tener seleccion previa con

permetrina.
Poblacion  o-esterasas B-est MFO GST
Secas 2007 100 26 0 76
Lluvias 2007 100 0 10 0
Secas 2008 100 0 0
Secas 2009 80 96 0 10
Lluvias 2009 100 0 13 23
Secas 2010 96 70 3 100

Clasificacion de la actividad enzimédtica de acuerdo a Montella et al. 2007: no alterada, (amarillo) cuando los
porcentajes fueron menores al 15%, incipientemente alterada, (verde) los porcentajes estdn entre el 15% y 50% y

alterada (naranja) si sobrepasan el 50%.
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6.6.2.2 Andlisis de varianza y comparacién multiple de medias.

En la tabla 19 se muestran los valores de absorbancia media de las poblaciones
con respecto a la cepa susceptible, de acuerdo al andlisis de varianza y la comparacién

multiple de medias.

Tabla 19. Medias de absorbancia y desviaciones estdndar obtenidas mediante anélisis
de varianza, utilizando absorbancias mostradas por mosquitos Ae. aegypt que
sobrevivieron a la exposicion con permetrina y comparacion de medias con respecto a la

cepa de referencia New Orleans (Prueba Tukey p< 0.05).

permetrina
a-esterasas [-esterasas MFO GST
poblacién
= DS = DS = DS = DS

New Orleans | 0.588" 0.040 | 0.772* 0.070 | 0.264" 0.043 | 0.042* 0.016

Secas 2007 | 0.808° 0.076 | 0.842° 0.138 | 0.278" 0.040 | 0.097° 0.073

Lluvias 2007 | 0.835° 0.045 | 0.740° 0.057 | 0.313* 0.086 | 0.026" 0.011

Secas 2008 1.07°  0.021 |0.869° 0.029 | 0.237* 0.026 0.025* 0.008

Secas 2009 | 0.776° 0.087 | 1.113° 0.129 | 0.251* 0.026 | 0.043* 0.021

Lluvias 2009 | 0.845" 0.066 | 0.712° 0.111 | 0.279* 0.066 0.070* 0.077

Secas 2010 | 0.784%  0.053 | 0.984" 0.079 | 0.268" 0.043 | 0.154° 0.032

Letras diferentes significa diferencia significativa

En la figura 21 se representan las absorbancias medias, se observa que las a-
esterasas en las poblaciones que supervivieron a la exposicion con permetrina de ambas
épocas y todos los afos muestreados, presentaron valores mayores significativos con
respecto a la cepa de referencia. En la época de secas del 2007, 2009 y 2010, se encontrd

diferencia significativa de los valores de absorbancia promedio para las enzimas -

Gabriela Gonzdlez Olvera | 91



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

esterasas siendo superiores con respecto a la cepa susceptible. Las oxidasas no
presentaron diferencia significativa. Con referencia a las enzimas GST, las poblaciones
correspondientes a la época de secas del 2007, 2010 y lluvias del 2009, presentan

diferencia significativa y valores mayores por arriba de la cepa susceptible.

0- esterasas p- esterasas MFO GST

mmmmmm New Orleans s Secas 2007  ——— Secas 2008 =mmmmm Secas2009 =——= Secas 2010

Em—— Lluvias 2007 ] Juvias 2009

Diferencia significativa en los valores de absorbancias medias de cada poblacién por encima de la cepa

susceptible se indica con asterisco.

Figura 21. Valores medios de absorbancia en adultos Ae. aegypti de la cepa susceptible
New Orleans y Chuburnd de Hidalgo en la Ciudad de Mérida, Yucatdn, que
sobrevivieron a la exposicién con permetrina, correspondientes a dos épocas del afio,

secas y lluvias del afio 2007 al 2010.
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6.6.3 Caracterizacién de mecanismos enzimaticos de resistencia encontrados en
adultos de Ae. aegypti expuestas a la CL5y de deltametrina, pertenecientes a Chuburnd
de Hidalgo en Mérida, Yucatdn, correspondientes a dos temporadas climéticas de los

anos 2007 al 2010.

6.6.3.1. Umbral de resistencia.

En la tabla 20 se aprecia que los adultos que supervivieron a la exposicion con
deltametrina, exhibieron el mecanismo de a-esterasas alterado en la época de secas del
afio 2007 y ambas épocas de lluvias muestreadas. Este mismo mecanismo se observo
incipientemente alterado en la época de secas de los afios 2008 y 2009 con porcentajes
de 16 y 30, respectivamente, mientras que en la época de secas del afio 2010, con un
porcentaje de 13, se mostro no alterado. Las enzimas [-esterasas se encontraron
alteradas unicamente en la época de secas del 2007 (83%), en contraste con las
poblaciones restantes donde se observaron no alteradas. El mecanismo de las oxidasas
fue categorizado como no alterado tanto en la época de lluvias como en la de secas de
todos los afios muestreados. El mecanismo de GST se encontré alterado solo en el afio
2007 en la época de secas y lluvias. La época de secas del afio 2008 y 2009 se mostro
este mecanismo como no alterado con porcentajes de 6 y 10, respectivamente. Mientras
que esta enzima se exhibid incipientemente alterada en la época de lluvias del 2009 y

secas del 2010, con porcentajes de 23 y 26, correspondientemente
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Tabla 20. Porcentaje de adultos Ae.aegypti que sobrepasaron el umbral de tolerancia

establecido por la cepa de referencia New Orleans al tener seleccién previa con

deltametrina.

Poblacién o-esterasas [-esterasas MFO GST
Secas 2007 100 83 0 60

Lluvias 2007 93 13 0 60
Secas 2008 16 0 0 6
Secas 2009 30 0 0 10

Lluvias 2009 96 0 0 23
Secas 2010 13 0 0 26

Clasificacion de la actividad enzimética de acuerdo a Montella et al. 2007: no alterada, (amarillo) cuando los

porcentajes fueron menores al 15%, incipientemente alterada, (verde) los porcentajes estdn entre el 15% y 50% y

alterada (naranja) si sobrepasan el 50%.

6.6.3.2. Andlisis de varianza y comparacion multiple de medias.

En la tabla 21 se muestran los valores de absorbancia media de las poblaciones
con respecto a la cepa susceptible de acuerdo al andlisis de varianza y la comparacién

multiple de medias. Estas poblaciones supervivieron a la exposicion con deltametrina
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Tabla 21. Medias de absorbancia y desviaciones estdndar obtenidas mediante andlisis
de varianza, utilizando absorbancias mostradas por mosquitos Ae. aegypti que
sobrevivieron a la exposicion con deltametrina y comparacion de medias con respecto a

la cepa de referencia New Orleans. (Prueba Tukey p<0.05).

deltametrina
o-esterasas [-esterasas MFO GST
poblacién B
z DS = DS = DS = DS

New Orleans | 0.652°  0.040 0.264"  0.043 | 0.264" 0.043 | 0.042* 0.016

Secas 2007 | 0.865°  0.067 1.034°  0.099 | 0.288* 0.054 | 0.079° 0.073

Lluvias 2007 | 0.872°  0.107 0.824*  0.110 | 0.247° 0.056 | 0.116° 0.084

Secas 2008 | 0.672"  0.047 0.742*  0.050 | 0.231° 0.054 | 0.028" 0.016

Secas 2009 | 0.662"  0.039 0.747*  0.052 | 0.227¢ 0.073 | 0.017* 0.036

Lluvias 2009 | 0.842¢  0.067 0.709° 0.111 | 0.277° 0.066 | 0.067* 0.078

Secas 2010 | 0.672"  0.049 0.782*  0.065 | 0.233" 0.042 | 0.054* 0.083

Letras diferentes significa diferencia significativa

La tabla anterior es representada en la figura 22. Las a-esterasas de las
poblaciones correspondientes a la época de secas del 2007 y lluvias del 2007 y 2009
mostraron diferencia significativa por encima de la cepa susceptible. La poblacién
perteneciente a la época de secas del 2007 fue la tunica encontrada con diferencia
significativa por encima de la media de la cepa susceptible. Se encontré diferencia
significativa en los valores medios de absorbancia para las enzimas oxidasas de todas las
épocas, sin embargo esta fue por debajo de la cepa susceptible. EI mecanismo
enzimatico de las GST, se encontrd alterado significativamente solo en época de lluvias

y secas del 2007.
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0- esterasas - esterasas MFO GST
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Diferencia significativa en los valores de absorbancias medias de cada poblacién por encima de la cepa

susceptible se indica con asterisco.

Figura 22.Valores medios de absorbancia en adultos Ae. aegypti de la cepa susceptible
New Orleans y Chuburnd de Hidalgo en la Ciudad de Mérida, Yucatan, que
sobrevivieron a la exposicion con deltametrina, correspondientes a dos épocas del afio,

secas y lluvias del afio 2007 al 2010
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6.6.4. Caracterizacién de mecanismos enzimaticos de resistencia encontrados en
adultos de Ae. aegypti expuestos a la CLsy de fenotrina, pertenecientes a Chuburnd de
Hidalgo en Mérida, Yucatan, correspondientes a dos temporadas climéticas de los afios

2007 al 2010.

6.6.4.1. Umbral de resistencia.

En la tabla 22 se muestra que los mecanismos enzimdticos que se encuentran
alterados de acuerdo a Montella, et al. (2007), son las oxidasas en la época de secas de
los anos 2007 y 2009, con porcentajes de 63 y 56, respectivamente. Las enzimas
encontradas como incipientemente alteradas fueron las a-esterasas en la época de secas
de los afios 2007 (23%), 2008 (46%), 2009 (40%), secas 2010 (30%) y lluvias del
2007(16%), mientras que en lluvias del 2009 (10%) se mostraron no alteradas. Las [3-
esterasas Unicamente en época de secas del 2007 se encontraron incipientemente
alteradas con un porcentaje de 20, mientras que en el resto de las temporadas
muestreadas se encontraron como no alteradas. Las oxidasas en la época de secas de los
afios 2008 (16%) y 2010 (43%), asi como en lluvias del 2007 (16%), mientras que en
lluvias del afio 2009 se observaron cémo no alteradas. Por otra parte, las GST exhibieron
porcentajes entre 30 y 46, encontrando valores de 46% en la época de secas de los afios
2008 y 2009, en la misma temporada pero del 2007 y 2010, 40 y 30%, respectivamente.
En la época de lluvias de los afios 2007 y 2009, presentaron valores del 30%.
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Tabla 22. Porcentaje de adultos Ae.aegypti que sobrepasaron el umbral de tolerancia

establecido por la cepa de referencia New Orleans al tener seleccién previa con

fenotrina.
Poblacién o-esterasas [-esterasas MFO GST
Secas 2007 23 20 63 40
Lluvias 2007 16 3 16 30
Secas 2008 46 0 43 46
Secas 2009 40 0 56 46
Lluvias 2009 10 3 3 30
Secas 2010 30 3 20 30

Clasificacion de la actividad enzimédtica de acuerdo a Montella et al. 2007: no alterada, (amarillo) cuando los
porcentajes fueron menores al 15%, incipientemente alterada, (verde) los porcentajes estdn entre el 15% y 50% y

alterada (naranja) si sobrepasan el 50%.
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6.6.4.2 Andlisis de varianza y comparacién multiple de medias.

Los valores de absorbancia media de las poblaciones con respecto a la cepa
susceptible de acuerdo al andlisis de varianza y la comparacién miltiple de medias, se

muestran en la tabla 23. Estas poblaciones supervivieron a la exposicion con fenotrina.

Tabla 23. Medias de absorbancia y desviaciones estindar obtenidas mediante anélisis
de varianza, utilizando absorbancias mostradas por mosquitos Ae. aegypti que
sobrevivieron a la exposicion con fenotrina y comparacion de medias con respecto a la

cepa de referencia New Orleans (Prueba Tukey p< 0.05).

fenotrina
a-esterasas [-esterasas MFO GST
poblacién
= DS = DS = DS = DS

New Orleans | 0.845" 0.101 | 1.034* 0.104 0.296" 0.103 | 0.024* 0.022

Secas 2007 | 0.964° 0.069 | 1.130° 0.078 | 0.574° 0.123 | 0.045* 0.026

Lluvias 2007 | 0.907* 0.107 | 1.029* 0.102 0.503° 0.065 | 0.042" 0.026

Secas 2008 | 0.995° 0.084 | 1.008" 0.073 0.541 0.091 | 0.047* 0.027

Secas 2009 | 0.953 0.110 | 1.050° 0.067 0.572° 0.110 | 0.044* 0.030

Lluvias 2009 | 0.927*  0.064 | 0.935° 0.150 0.421"  0.084 | 0.048* 0.029

Secas 2010 | 0.916" 0.158 | 1.042* 0.060 0.486% 0.077 | 0.034* 0.032

Letras diferentes significa diferencia significativa

En la figura 23 podemos observar que las poblaciones correspondientes a la
época de secas de los afios 2007, 2008 y 2009, presentaron diferencia significativa con
valores medios por encima de los valores de la cepa de referencia. Las poblaciones
pertenecientes a época de secas del 2007 y 2009 mostraron las B-esterasas con diferencia

significativa por encima de los valores dados por la cepa susceptible. Las oxidasas
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exhibieron diferencia significativa con valores por encima de los valores de la cepa
susceptible, en ambas épocas, para todas las poblaciones bajo estudio. Para el
mecanismo de GST no se encontrd diferencia significativa con respecto a la cepa

susceptible.

e L

GST

0- esterasas p- esterasas

mmmmm— New Orleans  =====3Secas 2007 ——— Secas2003 === Secas2009 E===== Secas 2010

B Lluvias 2007 | luvias 2009

Diferencia significativa en los valores de absorbancias medias de cada poblacién por encima de la cepa

susceptible se indica con asterisco.

Figura 23. Valores medios de absorbancia en adultos Ae. aegypti de la cepa susceptible
New Orleans y Chuburnd de Hidalgo en la Ciudad de Mérida, Yucatdn, que
sobrevivieron a la exposicion con fenotrina, correspondientes a dos épocas del afio,

secas y lluvias del afio 2007 al 2010.
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6.6.5. Regresion Linea Simple: valores de CL5y y medias de absorbancia.

Los valores medios de absorbancia correspondientes a cada enzima y su
respectiva poblacién, fueron correlacionados con la CLsy calculada para estds. Lo
anterior con la finalidad de encontrar si la variacién en la CLs de una época a otra puede
estar correlacionada con los cambios en los valores de absorbancia media, es decir con
cambios en la actividad enzimdtica. Una correlacion significativa establecerd que el
mecanismo enzimdtico estd involucrado en la resistencia al insecticida. El coeficiente de
correlacién o R* mide la variacién en la variable dependiente debido a la variacion de la
variable independiente. Se defini6 una significancia de 0.05.

En las tablas 24, 25, 26 y 27 se muestra la poblacién con el correspondiente
valor de CLsp y los valores medios de absorbancia enzimdtica resultado de los
individuos que supervivieron a la CLsy de permetrina, deltametrina, fenotrina en adultos
y temefos en larvas, respectivamente. No se encontrd correlacion significativa entre
alguno de los mecanismos enzimaticos y la CLsy con excepcion para - esterasas ante

deltametrina en epoca de secas del 2007.
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Tabla 24. CLsp, valores medios de absorbancia de enzimas y coeficiente de
determinacion de poblaciones de Ae. aegypti que supervivieron a la exposicién con
permetrina.

CL50 Valores medios de absorbancia
poblacién

(ug/bot) a B MFO GST
Secas 2007 7.19 0.809 0.842 0.279 0.098
Lluvias 2007 8.94 0.835 0.741 0.314 0.027
Secas 2008 8.57 1.071 0.869 0.237 0.025
Secas 2009 8.64 0.776 1.113 0.252 0.044
Lluvias 2009 8.81 0.845 0.712 0.280 0.070
Secas 2010 12.40 0.785 0.984 0.269 0.155
R’ 0.05 0.085 0.001 0.381

Sig. 0.6 0.5 0.9 0.2

Tabla 25. CLsp, valores medios de absorbancia de enzimas y coeficiente de
determinacion de poblaciones de Ae. aegypti que supervivieron a la exposicion con a
deltametrina.

CL50 Valores medios de absorbancia

poblacién (ug/bot) o B MFO GST
Secas 2007 0.470 0.865 1.034 0.288 0.079
Lluvias 2007 0.190 0.872 0.824 0.247 0.116
Secas 2008 0.160 0.672 0.742 0.231 0.028
Secas 2009 0.190 0.662 0.747 0.227 0.017
Lluvias 2009 0.180 0.842 0.709 0.277 0.067
Secas 2010 0.170 0.672 0.782 0.233 0.054
R’ 0.26 0.89 0.52 0.09

Sig. 0.3 0.004 0.1 0.5
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Tabla 26. CLsy, valores medios de absorbancia de enzimas y coeficiente de

determinacion de poblaciones de Ae. aegypti que supervivieron a la exposicién con

fenotrina.
poblacién CL50 a B MFO GST
(ng/bot)

Secas 2007 14 0.964 1.130 0.574 0.045
Lluvias 2007 17.3 0.908 1.029 0.503 0.042
Secas 2008 54.4 0.995 1.008 0.541 0.047
Secas 2009 75.4 0.954 1.051 0.572 0.044
Lluvias 2009 77 0.927 0.935 0.421 0.048
Secas 2010 78 0.917 1.043 0.486 0.034
R 0.003 0.32 0.16 0.24

Sig. 0.9 0.2 0.4 0.7

Tabla 27. CLsp, valores medios de absorbancia de enzimas y coeficiente de
determinacion de poblaciones de Ae. aegypti que supervivieron a la exposicion con
temefos.

CL50 Valores medios de absorbancia
poblacién

(ug/bot) a B MFO GST

Secas 2007 0.19 0.800 0.968 0.150 0.082
Lluvias 2007 0.09 0.730 0.760 0.154 0.070
Secas 2008 0.092 0.814 0.962 0.167 0.069
Secas 2009 0.1 0.829 0.939 0.163 0.084
Lluvias 2009 0.098 0.730 0.807 0.130 0.076
Secas 2010 0.095 0.820 0.965 0.171 0.068
R’ 0.02 0.14 0.04 0.03
Sig. 0.75 0.45 0.68 0.23
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6.6.6. Presencia de mecanismos enzimaticos de resistencia de acuerdo a tres
criterios: criterio de Montella et al. 2007, comparacion multiple de medias y regresion

lineal simple con CLsp-valores medios de absorbancia.

En las siguientes tablas se muestran identificados () los criterios en cada
poblacién. El criterio de Montella et al. 2007, comparacién multiple de medias y
regresion lineal simple con CLsp-valores medios de absorbancia, se identifican con el
numero I, IT y III, respectivamente. En la tabla 27 se observa que para el mecanismo de
a-esterasas el criterio I se encontr6 en todas las poblaciones en estudio. Para este mismo
mecanismo, el criterio de II aplico en las poblaciones de época de secas de los afios
2008, 2009 y 2010. Para el mecanismo de GST, se ajustaron los criterios I y II, solo en
época de secas de los afios 2007 y 2010 (tablaa28).

Tabla 28. Tres criterios para definir la presencia de mecanismos enzimaticos en adultos

de Ae. aegypti seleccionados con permetrina.

a B MFO GST

poblacion I o)) 1 oy 1 mjpory 1 |IyfIr
Secas 2007 ® ) e o
Lluvias 2007 ® ®

Secas 2008 e o

Secas 2009 e o )
Lluvias 2009 )

Secas 2010 e o ® o o

(I) Criterio de Montella et al; 2007. (II) Comparacién Multiple de Medias. (III) Regresién Lineal Simple.
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En la tabla 29 se muestra que para adultos que supervivieron a la exposicién con
deltametrina, el mecanismo de las a-esterasas le correspondi6 los criterios I y II en las
poblaciones de la época de secas del 2007 y 2010 y lluvias del 2007 y 2009. La
poblacién de época de secas del 2007 cumplid los tres criterios en el mecanismo de -
esterasas. En época de lluvias del 2009 se cumplen los criterios II y III. Para oxidasas se
identifico el criterio II en las poblaciones de época de secas del 2008, 2009, 2010 y
época de lluvias del 2007 y 2009. El mecanismo de GST en época de secas y lluvias del

afio 2007 cumplio el criterio I 'y I

Tabla 29. Tres criterios para definir la presencia de mecanismos enzimaticos en adultos

de Ae. aegypti seleccionados con deltametrina.

o B MFO GST

poblacién I Im || I Imy) oar |1 | I | 1 I | I
Secas 2007 ® ® ] ] () o ()
Lluvias 2007 [ [ () () ) ()

Secas 2008 () o

Secas 2009 L o
Lluvias 2009 ® ® () o )

Secas 2010 () ()

(I) Criterio de Montella et al; 2007. (II) Comparacién Multiple de Medias. (III)Regresién Lineal Simple.

En la tabla 30 se observa que para adultos que supervivieron a la exposicién con
fenotrina, el mecanismo de las o-esterasas cumple el criterio II en poblaciones de la
época de secas de los afios 2007, 2008, 2009. Para B-esterasas el criterio II se cumplié

en poblaciones de época de secas del 2007. Las oxidasas cumplieron el criterio I en
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poblaciones de época de secas de los afios 2007 y 2008, mientras que el criterio II se
cumple en todas las poblaciones bajo estudio. Para el mecanismo de GST se ajusto

tnicamente el criterio II en la poblacion de época de lluvias del 2009.

Tabla 30. Tres criterios para definir la presencia de mecanismos enzimaticos en adultos
de Ae. aegypti seleccionados con fenotrina.

— - 5 MFO GST
poblacién I oo 1 ]Jojm|r]ojm|]i1]|o]m
Secas 2007 o o o ¢

Lluvias 2007 ¢

Secas 2008 ° ¢

Secas 2000 ° ¢ o

Lluvias 2009 ¢ °
Secas 2010 ¢

(D) Criterio de Montella et al; 2007. (II) Comparacién Multiple de Medias. (III) Regresion Lineal Simple.

En la tabla 31 se observa que para larvas que supervivieron a la exposicion con
temefos, el mecanismo de las a-esterasas cumple con los criterios I y II en todas las
poblaciones. Para [-esterasas el criterio II se cumple poblaciones de €poca de secas,
mas no en las de lluvias, el criterio I Y II, no se cumplen. Para las oxidasas el criterio |
se ajusto en poblaciones de época de secas del 2009 tnicamente. Para el mecanismo de
GST se identifico el criterio I todas las poblaciones en estudio, es decir, en ambas

épocas, no asi los criterios I1 'Y III.
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Tabla 31. Tres criterios para definir la presencia de mecanismos enzimaticos en larvas

de Ae. aegypti seleccionadas con temefos.

o B MFO GST
Poblacién
I Im| 1 I I ur | I I ur | I I | I

Secas 2007 o o o [ )
Lluvias 2007 o o )

Secas 2008 o o ) )

Secas 2009 o o ° o )
Lluvias 2009 o o )

Secas 2010 o ® ° )

(D) Criterio de Montella et al; 2007. (II) Comparacién Multiple de Medias. (III)Regresion Lineal Simple.
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7. DISCUSION

Las poblaciones larvarias de Ae. aegypti pertenecientes a dos épocas del ano,
secas y lluvias, correspondientes a la localidad de Chuburna de Hidalgo en la ciudad de
Meérida, Yucatdn mostraron en condiciones de laboratorio, resistencia al organofosforado
temefos. Factores de resistencia en funcién de CLs, de la cepa susceptible New Orleans
y de acuerdo a los criterios de Mazzarri y Georghiou (1995), colocaron a las
poblaciones en estudio como resistentes a este insecticida, mostrando valores de FRCLs
> 10X, tanto en €poca de secas como en lluvias. Los ensayos bioquimicos en larvas que
supervivieron a la exposicion con temefos mostraron actividad enzimética elevada de a-
esterasas, apoyada la presencia de este mecanismo al cumplir el criterio de Montella,
2007 y diferencia significativa en la comparacion multiple de medias respecto a la cepa
susceptible. Mientras que el mecanismo de P-esterasas se encontr6 en poblaciones
correspondientes a la época de secas de todos los afios muestreados, no asi en época de

Iluvias.

Diversos fendmenos climéticos se hacen presentes en la ciudad de Mérida,
principalmente aquellos que involucran precipitacion pluvial. Existen una vasta cantidad
de reportes evaluando los dafios por inundaciones durante el transcurso de un afio. Cada
aflo en la entidad Yucateca se desarrollan un promedio de 10 ciclones tropicales hasta
convertirse en tormentas, de las cuales seis alcanzan el grado de huracanes y de ellos dos
son de gran intensidad. Fendmenos climéticos en conjunto con los hébitos inadecuados

de acumulacién de basura en casas, representan un importante problema. Consecuencia
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de lo anterior es el aumento de criaderos naturales y artificiales propicios para el
desarrollo larval de Ae. aegypti. En Mérida, Yucatin se reportd que la presencia de las
cubetas de plastico (5-10 litros) ubicadas en los patios fue consistente, por lo que se
demostrd que este tipo de criadero fue el més abundante y responsable de producir 34%
del total de pupas (Manrrique-Saide et al., 2008). La presencia de un gran ndimero
criaderos potenciales para este mosquito, se traduce en un intensivo control quimico de
las poblaciones larvarias. Tomando en cuenta que a partir de 1981 se aplicado
intensivamente temefos como larvicida al 1%, conlleva a una presion de seleccion
prolongada, esto podria explicar los valores altos de FRCLsg a este organofosforado en
las poblaciones estudiadas. En México, en los tltimos afios, los principales insecticidas
utilizados para control del mosquito Ae. aegypti(L.), han sido el larvicida
organofosforado temefos (Abate®) y el adulticida permetrina en mezcla con el sinergista
butdxido de piperonilo (Aquareslin ®) (NOMO032-SSA-2002). Diversos reportes indican
que el uso prolongado del organofosforado temefos por més de 30 anos ha generado
resistencia en poblaciones del vector Ae. aegypti (L.) (Bisett et al. 2004, Rodriguez et
al. 2004, Montella et al. 2007) y aun en México donde se ha sugerido resistencia
cruzada con permetrina mediada por esterasas por Flores et al. (2005, 2006, 2009).

En el presente estudio las poblaciones larvarias presentaron valores de FRCLs
>10 a temefos (38X, 18.4X, 20X, 19X, 18X y 19.6X) y el mecanismo enzimdtico de
desintoxicacién de esterasas presente. Mismo caso de alta resistencia reporta Bisset y
colaboradores en 2009, mostrando valores FRCL5y de 24.16X y 191X en poblaciones
larvarias de Ae. aegypti del municipio de Soyapango en el Salvador, San Salvador. El
valor de FR mas alto encontrado en nuestra investigacion fue de 38X a diferencia de los
resultados encontrados por Bisset, donde el FR maés alto es de 191 veces. Igualmente en
1995, Mazzarri y Georghiou en Venezuela encuentran poblaciones de Ae. aegypti

resistentes al temefos en las localidades de Coro y Maracay. También, Rodriguez y
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colaboradores reportan en el 2010 resistencia a siete insecticidas organofosforados (entre
ellos temefos) en larvas de Santiago de Cuba, colectadas en 2009 y su variacién con
respecto a un estudio previo en 1997. Respecto al estudio previo en 1997, se observo un
aumento en la resistencia de las poblaciones larvarias, mostrando alta resistencia a
temefos (26.94X) y alta actividad de esterasas.

Rodriguez et al. (2002) en su estudio de resistencia cruzada que provoca temefos
a otros insecticidas organofosforados y piretroides como: malation y deltametrina en
poblaciones de Ae. aegypti de Cuba, observaron que temefos causo resistencia cruzada
negativa a malation, sin embargo no fue asi para deltametrina para la cual las
poblaciones mostraron un aumento de FR de 4.75, hasta 337.5 veces en comparacion
con la cepa susceptible Rockefeller. Los valores de CLsy de deltametrina en la cepa de
Mérida fueron significativamente més altos a los reportados por Rodriguez et al. (2002),
siendo estos entre 0.0162 y 0.468 pg/mL, mientras que para las de Santiago de Cuba se
obtuvieron valores de CLs5y de 0.00038 (en SanF0) , 0.0081 (en SanF3) y 0.027 mg/L (en
SanF6), sin embargo para la cepa susceptible empleada por ellos obtuvieron una CLsy de
0.00008 mg/L, muy inferior (casi 100 veces) a la que se obtuvo en la cepa New Orleans
que se utiliz6 en el presente estudio (CLso= 0.009), por ello los factores de resistencia
mostrados superan a los obtenidos en las poblaciones de Mérida, siendo el FR mas alto
de 337.5X en la cepa Santiago de Cuba.

Las poblaciones de adultos de Ae. aegypti, mostraron alta resistencia al derribo, y
post-recuperacion, encontrandose FR’s >10X para los piretroides permetrina y fenotrina.
Para el piretroide deltametrina, la poblacion adulta perteneciente a la época de secas del
2007, 2009 y lluvias del 2007 presentaron resistencia al derribo (FRCKsp>10), mientras
el resto de las poblaciones mostraron resistencia moderada. Flores y colaboradores en
2013 determinaron la resistencia a ocho piretroides (entre ellos permetrina, deltametrina
y fenotrina) en mosquitos adultos de Ae. aegypti pertenecientes a siete localidades del

estado de Veracruz; ellos reportan resistencia al derribo baja (Cosoleacaque 1.51X,

Gabriela Gonzdlez Olvera | 110



Resistencia a Insecticidas en Moquito Vector del Dengue, Aedes aegypti (L.)
en Dos Epocas de Transmision de la enfermedad en Mérida, Yucatdn.

Tantoyuca 3.29X,), moderada (Panuco 5.07X, Veracruz 5.91X, Coatzacoalcos 6.53X) y
alta (Martinez de la Torre 12.42X, Poza Rica 18.42X) a la permetrina, mientras que para
fenotrina reportan resistencia moderada al derribo (Tantoyuca 7.41X, Cosoleacaque
8.59X) y alta (Panuco 18.48X, Martinez de la Torre 31.84X, Coatzacoalcos 41.82X.
Veracruz 57.89X, Poza Rica 62.02X). A diferencia de los resultados obtenidos en esta
investigacion donde la resistencia al derribo fue mayor, siendo el valor mas bajo de
FRCKj5y de 12.5X, mientras que el mds alto fue 30.4X, ellos encuentran el FR’s al
derribo minimo en 1.5X y el mas alto en 18.24X a permetrina. Mayor diferencia
encontramos al comparar los resultados obtenidos para fenotrina, donde ellos obtienen
el menor valor de resistencia al derribo en 7.1X y el mds alto en 62.02X, mientras que en
el presente estudio el valor menor mostrado es de 37.5X y el mayor 182.2X. Con
deltametrina, Flores et al. (2013) reportan poblaciones con resistencia al derribo baja
(Panuco 3X, Tantoyuca 0.81X, Martinez de la Torre 0.90X, Cosoleacaque 1.43X) y
moderada (Poza Rica 6.95X, Veracruz 7.33X, Coatzacoalcos 8X). En el presente
trabajo, los valores de FRCKj5j a la deltematrina estuvieron entre 8.2 y 21.6 X, mayores
a los reportados por Flores et al (2013). En el mismo trabajo reportan resistencia post-
recuperacion a la permetrina baja (Panuco 2.88X, Cosoleacaque 1.95X), moderada
(Tantoyuca 5.64 y Coatzacoalcos 8.91X) y alta para Veracruz 10.95X, Martinez de la
Torre 22X y Poza Rica 33.23X. Nuestros resultados muestran valores de resistencia
post-recupercion de entre 25X a 44X, ellos encuentran el FR’s al derribo minimo en
1.95X y el mas alto en 33.23X, frente a permetrina.

Con fenotrina Flores et al. (2013) encuentran resistencia post-recuperacion baja
en las poblaciones de la localidad de Panuco (0.71X) y Tantoyuca (2.88X), mientras que
resistencia moderada en la poblacién de Cosoleacaque (6.41X) y alta en las poblaciones
de Martinez de la Torre (13.94X), Coatzacoalcos (29.32X), Veracruz (43.29X) y Poza

Rica (51.18X). En el mismo trabajo obtienen el menor valor de resistencia al derribo de
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7.1X y el més alto en 62.02X, mientras que en el presente estudio el valor menor
mostrado es de 41X y el mayor 229X.

Con deltametrina las poblaciones de Ae. aegypty recolectadas en Martinez de la
Torre (0.11X), Tantoyuca (1.59X), Panuco (2.56X) y Cosoleacaque (2.78X) mostraron
resistencia baja post-recuperacion, en tanto resistencia moderada se encontré en las
poblaciones de mosquitos recolectadas en Poza Rica (16.67X) , Veracruz (17.67X),
Coatzacoalcos (19.44X) (Flores et al., 2013). En el presente trabajo se encontrd
resistencia moderada al derribo con deltametrina, oscilando los valores de FR entre 8 y
9.5 veces, se encontrd alta unicamente en una poblacién con valor de 33X, los valores
reportados por Flores son menores que los obtenidos para las poblaciones de Mérida en
todos los afios y estaciones.

En un estudio realizado por Canyon et al. (1999) sobre la susceptibilidad de
larvas y mosquitos de Ae. aegypti en Australia, para permetrina obtuvo valores de CLs
= 0.0028 (en 1989) y .0025 mg/L (en 1995), y comparado con una cepa susceptible
ROCK, su factor de resistencia fue de 0.5 (en larvas) , mientras que en los resultados se
muestran FR superiores a este (pero en mosquitos), siendo el mds pequefio el de 25X
para DLs, (en base a la cepa susceptible New Orleans). Canyon et al. realizé pruebas de
dosis diagnostico para deltametrina a 0.025% (método de la OMS) entre la misma
poblacién en dos afios distantes (1959 y 1995) obteniendo un incremento en la
resistencia, con un factor de 1 en comparacion a la cepa original , y para el DDT al 4%
0.2 veces. El DDT también a influido en la resistencia a muchos insecticidas en
diferentes partes de mundo, en donde los piretroides han mostrado més frecuentemente
resistencia cruzada con este organoclorado (Rohani et al. 2000).

En comparaciéon con diferentes estudios que reportan valores de CLsy para
piteroides, los resultados obtenidos en este trabajo reportan concentraciones mas altas
para los tres insecticidas. Por ejemplo en un estudio de Ocampo et al. (2000) en

Colombia sobre poblaciones de An. pseudopunctipennis, en donde determinan la
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susceptibilidad a permetrina (también para propoxur y malation) obtuvieron valores de
CLsp de 0.0007 a 0.00141 mg/L de permetrina, y tiempos letales medios de 29-38 min
(TLso ), mientras que para nuestras poblaciones de Ae. aegypti de Mérida, los valores de
CLso obtenidos para este mismo insecticida oscilaron entre 7.19 y 12.4 ug/botella y
TLsode 25:03 a 50:38 horas.

El tiempo también es una determinante importante en la resistencia, sobre todo
en el efecto knock-down de los piretroides. Vargas et al. (2006) en su estudio sobre
realizado en Peru, determino el tiempo knock-down medio para diferentes poblaciones
de Ae. aegypti expuestas a deltametrina a una dosis de 0.025% , obteniendo valores de
TLso entre 59.28-107.20 min, mientras que para deltametrina en poblaciones de Mérida
se obtuvieron valores de TLsy de 15-44 min. De modo que el efecto knock-down se
produjo con mayor rapidez en las poblaciones de Mérida comparado a lo obtenido por
Vargas et al ( 2006).

Todas las poblaciones de Mérida analizadas presentan valores de FRCKsy a
fenotrina y permetina mayores que 10, esto podria sugerirnos la presencia de resistencia
tipo knock-down. En un estudio realizado por Gracia et al., (2009), mosquitos Ae.
aegypti recolectados en la ciudad de Mérida, Yucatdn, mostraron la mutacién Ile 1,016
en todas las colecciones con una frecuencia de 57.6%

En relacion a los mecanismos enzimaticos destoxificativos, en las poblaciones
adultas de Ae. aegypti de la época de secas que supervivieron a la exposicién con
permetrina, se encontraron alterados los mecanismos enzimdticos: o-esterasas, [3-
esterasas, GST. Mientras que en épocas de lluvias, se encontraron los mecanismos o-
esterasas y P-esterasas. Los principales mecanismos enzimdticos encontrados en los
mosquitos adultos supervivientes a deltametrina fueron: MFO, a-esterasas, f-esterasa y
GST para la época de secas, mientras que en épocas de lluvias fueron a-esterasas, GST,

MFO vy pB-esterasas. Los mosquitos supervivientes a fenotrina en épocas de secas
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mostraron: MFO, a-estresas y B-esterasas. Sin embargo, para la época de lluvias se
encontraron, MFO y GST.

Flores y colaboradores en el 2006 evaluaron los mecanismos enzimadticos de
resistencia en poblaciones de Ae. aegypti recolectadas en cinco localidades de Quintana
Roo, México en machos y hembras por separado. Ellos encontraron las enzimas o-
esterasas elevadas con respecto a la cepa susceptible New Orleans, en hembras
recolectadas en el municipio de Benito Judrez y Cozumel, y en machos correspondientes
al municipio de Lazaro Cardenas. Las B-esterasas se mostraron elevadas en hembras del
municipio de Benito Judrez y Cozumel, machos de Léazaro Cardenas y Cozumel. Las
oxidasas de funcién multiple se encontraron ligeramente elevadas en hembras de Lazaro
Cardenas, y machos de Cozumel, Isla Mujeres y Solidaridad. Los valores medios de
absorbancia de a-esterasas mostradas por poblaciones de hembras de Ae. aegypti de
Quintana Roo oscilaron entre 0.371 y 0.963, mientras que los machos mostraron
absorbancias medias entre 0.471 y 0.754. Por otra parte, los valores medios de
absorbancia para f-esterasas se encontraron entre 0.601 y 1.190 en las poblaciones de
hembras, mientras que los machos oscilaron entre 0.808 y 1.198. En cuanto al
mecanismo de oxidasas de funcién multiple, las absorbancias medias en hembras se
mostraron entre 0.080 y 1.170, en tanto en los machos entre 0.075 y 0.120. Respecto a
GST, los valores medios de absorbancia en hembras estuvieron entre 0.003 y 0.120,
mientras que en los machos 0.003 y 0.109. A diferencia del presente trabajo, donde las
poblaciones fueron sometidas con el insecticida, los valores medios de absorbancia para
a-esterasas en las poblaciones se encontraron entre 0.776 y 1.071, en individuos que
supervivieron a la permetrina, con deltametrina entre 0.672 y 0.872 y con fenotrina
0.908 y 0.964. Referente al mecanismo de [-esterasas los valores estuvieron entre 0.712
y 1.113 en mosquitos que supervivieron a la seleccién con permetrina, 0.709 y 1.034 con
deltametrina y 0.935 a 1.113 con fenotrina. Para las oxidasas de funciéon multiple los

valores medios de absorbancia mostrados por las poblaciones se encuentran entre 0.237
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y 314 con permetrina, 0.231 y 0.288 con deltametrina y 0.421 a 0.574 con fenotrina. En
cuanto a GST, en mosquitos que supervivieron a permetrina los valores medios de
absorbancia estuvieron entre 0.025 y 0.155, con deltametrina entre 0.017 y 0.116,
mientras que para fenotrina entre 0.034 y 0.048. Al comparar los valores medios de
absorbancia reportados por Flores y colaboradores en 2006, se observa que las
poblaciones de Mérida, Yucatdn, presentan promedios de absorbancia mas altos a
diferencia de las poblaciones del estado de Quintana Roo.

La mayoria de los reportes de resistencia a piretroides incluyen a la permetrina y
deltametrina, ya que son insecticidas que mas se han utilizado para el control de Ae.
aegypti en latinoaméroca, sin embargo aun cuando fenotrina se ha utilizado para el
control de otros insectos, existe muy poca informaciéon sobre susceptibilidad en
mosquitos. Picollo (2006) reporta el uso de la fenotrina sobre el control de piojos al
igual que permetrina y deltametrina. En su estudio menciona que pijos que desarrollaron
resistencia a permetrina, también desarrollaron resistencia a deltametrina y fenotrina.
Los mosquitos han demostrado desarrollar resistencia a permetrina y deltametrina, ya
sea por tener exposiciones largas al efecto del insecticida o por mecanismos de
resistencia cruzada con otros insecticidas, tales como temefos y malation (OP)
(Rodriguez et.al. 1997, 1999, 2002, 2003). Debido a que temefos y malation se han
utilizado para el control de Ae. aegypti en México, puede deducirse entonces que las
poblaciones de este vector en la ciudad de Mérida, Yucatdn, pueden presentar
resistencia cruzada con permetrina y deltametrina, inclusive fenotrina ya que participan

los mismos mecanismos de resistencia (gen kdr, citocromo P450, enzimas esterasas y
Glutation-S-transferasa) ( Hemingway et al. 1989 , Rodriguez et al. 2003, Bisset et al.
1996, Chandre et al. 1999) .

Tanto en poblaciones larvarias como adultas, los mecanismos metabdlicos

destoxificativos se mostraron activos uno mds en época de secas que en la época de
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lluvias. Esto podria estar relacionado con el “fitness cost”. Este fenémeno ha sido
estudiado en Culex quinquefasciatus (McCarroll et al, 2000, McCarroll y Hemingway
2002), Culex pipiens (Bourguet et al, 2004), Anopheles gambiae (Randall et al, 2006),
Bemisia tabaci (Campuzano-Martinez et al, 2010).

Esto da pie a nuevos cuestionamientos; si las poblaciones de mosquitos de época
de lluvias (época en la que se presentan las mayores precipitaciones pluviales) se
encuentran comprometidos con la reproduccién al detectar mayor numero de criaderos y
las condiciones climaticas ideales, o transmitiendo el virus. Los mayores casos de fiebre
por dengue en el estado de Yucatdn se reportan en los meses de lluvias, segin los
boletines emitidos por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica

(Www.sinave.gov.mx).

En México, como en la mayoria de los Paises, se han utilizado diversos
insecticidas para el control de vectores, por ejemplo el DDT, el cual fue usado
intensivamente en los 60’s para el control de la malaria, eventualmente se siguieron
utilizando insecticidas organofosforados como el malatién (adulticida) y temefos
(larvicida). Para el control de Ae. aegypti se utiliz6 el malation hasta 1989 en
aplicaciones espaciales de tipo ULV mientras que temefos en granulos sobre
contenedores de agua que podrian ser criaderos de larvas de Ae. aegypti (Ferndndez
1999), siendo el uso de temefos ininterrumpido hasta la fecha. Numerosos reportes han
indicado que el DDT ha influido en la resistencia a piretroides (Hemingway et al 1989).
En édreas como el Caribe y Sudamérica, existen reportes de resistencia a piretroides en
poblaciones de Ae. aegypti en Venezuela (Field et al. 1984, Mazarri and Georgiouh
1995), Puerto Rico (Hemingway et al. 1989) y Reptblica Dominicana (Mekuria et al.
1991) asociadas con resistencia cruzada al DDT. Reportes han mostrado que la
resistencia asociada a piretroides no se debe Unicamente a mutaciones en el canal de
sodio dependiente de voltaje, sino que estin involucrados mecanismos enzimaticos

(Brengues et a.l 2003, Rodriguez et al. 2005). De igual manera, existen numerosos
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reportes en donde el uso prolongado del temefos por mds de 30 afos ha generado
resistencia en poblaciones de Ae. aegypti (Paeporn et al. 2003, Bisett et al. 2004, Braga
et al. 2004, Rodriguez et al. 2004, Saelim et al. 2005, Montella et al. 2007) y aun en
Meéxico en donde se ha sugerido resistencia cruzada con permetrina mediada por
esterasas (Flores et al. 2005, 2006).

Los mosquitos son capaces de desarrollar resistencia a la mayoria de los
insecticidas usados para su control, de modo que la dosis inicial del téxico que resultaba
efectiva no logra controlar la poblacion resistente, generalmente la respuesta inmediata
es aumentar la frecuencia del tratamiento o la concentracion del insecticida, agravando
el problema del fracaso del control quimico ,de modo que la estrategia racional para
manejar la resistencia requiere el conocimiento de los mecanismos involucrados en
dicho fenémeno (Picollo,2006).

La resistencia a piretroides estd surgiendo a pesar del optimismo que causd
debido a su accidn téxica rdpida y por ser uno de los grupos insecticidas mds nuevos, por
estas razones, se pensaba que no produciria resistencia en un lapso corto de tiempo
(Malcom,1988).

Los resultados sugieren que las poblaciones estudiadas en el presente trabajo han
estado sometidas a una presién de selecciéon en campo, evidencia de resistencia a
permetrina en poblaciones de Ae. aegypti en Mexico por mecanismos enziméaticos
(Flores et al, 2005, 2006, 2009) y “kdr” (Saavedra et al. 2007, 2008) y Ponce et al.
(2009) sugieren que el uso intensivo de este insecticida estd ocasionando la pérdida de
susceptibilidad no solo a este insecticida piretroide, si no a otros, aun cuando no son de
uso comun para el control de mosquitos en el Pais.

Las estrategias de manejo de resistencia desarrolladas actualmente se basan en el
estudio toxicoldgico, bioquimico y genético del fendmeno de resistencia detectada. Uno
de los requerimientos de estas estrategias es mantener un constante monitoreo de la

susceptibilidad de las poblaciones de insectos expuestos a los compuestos utilizados para
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su control, con el objetivo de prevenir el incremento no controlado de la resistencia
realizando un diagndstico precoz de su desarrollo. La deteccion temprana como método
preventivo, debe complementarse con una estrategia de rotacién de activos que permita
la utilizaciéon de un compuesto alternativo para evitar el desarrollo de resistencia o
generar resistencia cruzada o bien con el desarrollo de nuevas formulaciones que

reduzcan la resistencia o potencien la accion del insecticida (Picollo, 2006).
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8. CONCLUSION

Se logré determinar la susceptibilidad en poblaciones larvarias y adultas de Ae.
aegypti recolectadas en la localidad de Chuburnd de Hidalgo en la ciudad de Mérida
Yucatan, de los anos 2007 al 2010. Las poblaciones larvarias presentaron alta
resistencia post-recuperacion tanto en época de secas, como en €poca de lluvias de los
afios 2007 al 2010. Asi mismo, todas las poblaciones de adultos de Ae. aegypti que
supervivieron a la exposicion con los piretroides permetrina y fenotrina resultaron con
alta resistencia al derribo, asi como alta resistencia post-recuperacion. Las poblaciones
adultas supervivientes a la deltametrina, mostraron resistencia moderada y alta al
derribo, mientras que solo una poblacién mostro alta resistencia post-recuperacion y el
resto de las poblaciones resistencia moderada. Los niveles de resistencia al derribo y
post-recuperacion exhibidos por las poblaciones adultas de Ae. aegypti correspondientes
a la época de lluvias fueron significativamente diferentes a los niveles presentados por
las poblaciones de adultos de las épocas de secas. Al no encontrar correlacion entre la
variacion de la susceptibilidad de las poblaciones de una temporada a otra y los
mecanismos enzimdticos de resistencia encontrados como alterados, no pueden
relacionarse llevando a cabo una funcién destoxificativa, por lo que estas se encuentran
realizando otra funcién. Los resultados sugieren que las poblaciones estudiadas han
estado sometidas a una fuerte presion de seleccion en el campo, resultado de una
aplicacién continua de temefos por mas de 30 afios y permetrina por mds de 10 afios,
aunado al efecto de insecticidas aplicados para el control de plagas agricolas y otras

plagas urbanas.
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