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RESUMEN

Dosis diagnéstico (DD) de permetrina fueron determinadas para diez poblaciones
de Aedes aegypti (L.) de cinco estados del norte de México: Baja California Norte y Sur,
Coahuila, Sonora y Tamaulipas. Después de exponer 10 grupos de 100 hembras a la DD
y producir la mortalidad del 50%, los individuos fueron divididos en dos categorias:
sobrevivientes y muertos. Cada uno de estos grupos fue disectado para separar la cabeza,
torax y abdomen. Ensayos bioquimicos fueron realizados en cabeza y t6rax para
determinar resistencia relacionada con actividad enzimatica incluyendo: o y [-esterasas,
glutatién s-transferasa, acetilcolinesterasa, acetilcolinesterasa insensible y oxidasas de
funcién multiple (OFM). Los resultados fueron comparados con los obtenidos para la
cepa susceptible de referencia New Orleans. Todas las poblaciones estudiadas mostraren
la presencia consistente de actividad enzimatica refacionada con a esterasas asi como
también con el mecanismo de acetilcolinesterasa insensible en las poblaciones de los
individuos sobrevivientes. En las poblaciones de Baja California Norte y Sur, es el
mecanismo o esterasas el que encontramos como el principal medio de resistencia
enzimatica, asi mismo GST esta presente en estas poblaciones como uno de los
principales mecanismos de resistencia en individuos sobrevivientes a la exposicién de
DD de permetrina.La poblacion de Coahuila mostré que acetilcolinesterasa insensible es
el mecanismo que sobrepaso ¢l umbral de resistencia establecido con los resultados
obtenidos de la cepa susceptible. En cuanto a las poblaciones de Sonora, son o y
B esterasas, asi como OFM las que encontramos como los principales mecanismos
detoxificativos. En relacion a las poblaciones de Tamaulipas, es el mecanismo
acetilcolinesterasa insensible el que se encontré presente en los individuos sobrevivientes
a la DD de permetrina. También se determinaron los valores de DD para los insecticidas
DDT, malation, propoxur, temefos, bifentrina, cipermetrina y lambdacihalotrina en las
poblaciones de Tecate y Tijuana del estado de Baja California Norte asi como para
Ciudad Constitucién y Loreto, poblaciones pertenecientes al estado de Baja California
Sur. En las poblaciones de Tamaulipas, las DD para los insecticidas malation, bifentrina

y cipermetrina también fueron obtenidas.

Xvil



ABSTRACT

The diagnostic dose (DD) of permethrin was determined in 10 populations of
Aedes aegypti (L.) from three states in the north of Mexico: Baja California Norte, Baja
California Sur, Coahuila, Sonora and Tamaulipas. After we exposed 10 groups of 100
females to the DD and after producing 50% mortality, individuals were divided into two
categories: killed and survivors. Each of these groups was dissected to separate the head,
thorax and abdomen. Biochemical tests were performed on the head and thorax to
determine resistance-related enzyme activities including o and B-esterases, glutathione-S-
transferase, acetylcholinesterase, insensitive acetyl cholinesterase, and mixed-function
oxidases. The results were compared with those for the susceptible New Orleans strain.
All the populations studied showed the consistent presence of enzymatic activity for
o esterases as well as IAChE in surviving populations. However, in the Sonora
population, o and [ esterases and MFO were found to represent the main detoxifying
mechanisms. The population of Tamaulipas and Coahuila showed iAChE as the only
enzyme activity that surpassed the threshold established with the susceptible strain. DD
values were also determined for the insecticides DDT, malathion, propoxur, temephos,
bifenthrin, cypermethrin and lambda-cyhalothrin in the populations of Tecate and Tijuana
in the state of Baja California Norte and Ciudad Constitucion and Loreto in the state of
Baja California Sur. In the populations of Tamaulipas, the DD of the insecticides

malathion, bifenthrin and cypermethrin was also ascertained.
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INTRODUCCION

El dengue representa actualmente una de las enfermedades mas importantes
transmitidas por mosquitos en México. La tendencia al incremento de la enfermedad
hasta alcanzar la mayoria de los estados de nuestro pais, la presencia de los 4 serotipos,
ademas del potencial de resistencia del vector a los insecticidas aplicados para su control,
hacen alin mas grave la situacién de esta enfermedad en México. La resistencia a los
insecticidas tradicionales para el control de larvas y adultos (temefos y malation) se ha
incrementado en paises caribefios vecinos. En México, se utilizd un esquema similar en
los afios 60°s para malaria y dengue, y desde los 80’s, cuando el dengue resurgié en
nuestro pais. Por lo tanto, se sospecha que tal presion de seleccion sobre las poblaciones
de Aedes aegypti y la aparicion de cepas resistentes, pueden eventualmente hacer
inefectivo el control quimico. Por otro lado, el uso de insecticidas para el control de
vectores en tode el pais ha sido regulado por la norma NOM-032-SSA2-2002 que
establece la necesidad del uso de piretroides para el control del adulto del mosquito a
partic de] 2000. Considerando el conacimiento actual sobre mecanismos de resistencia y
la eventual aparicion de resistencia cruzada, surge la necesidad de evaluar la
susceptibilidad y/o resistencia, niveles y mecanismos principales de las poblaciones del
mosquito a los insecticidas autorizados, ademds de historicos y alternativos para su
control.

La resistencia a insecticidas es una de las mayores probleméticas a los que se
enfrenta los programas de control de Aedes aegypti en el norte de México y el resto del
pais, por lo que la deteccién de resistencia a un determinado grupo toxicolégico nos
permitiria establecer un programa eficaz en control de vectores, ya que esta hos capacita
para hacer un manejo racional de la resistencia basado en la rotacién de insecticidas con

énfasis en mantener poblaciones susceptibles.



HIPOTESIS

La aplicacion continua de insecticidas en las campaiias de control del vector
de] dengue Aedes aegypti, determina el tipo y grado de resistencia en las poblaciones

seleccionadas.



OBJETIVOS

3.1. General

Determinar susceptibilidad y mecanismos bioquimicos de resistencia a
insecticidas en poblaciones de mosquitos Aedes aegypti (L.) de los estados de Baja

California Norte, Baja California Sur, Coahuila, Sonora y Tamaulipas.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Establecer dosis diagnodstico para los insecticidas DDT, malatién, temefos,
propoxur, bifentrina, cipermetrina, deltametrina, lamdacihalotrina en poblaciones del

mosquito Ae. aegypti.

3.2.2. Determinar mecanismos bioquimicos de resistencia: esterasas (alfa y beta),

oxidasas (MFO), glutatién s-transferasa (GST), acetilcolinesterasa (AChE),

acetilcolinesterasa insensible (iAChE).



ANTECEDENTES

4.1. Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Entre los artrépodos vectores de enfermedades, Ae. aegypti es uno de los mas
adaptados al ser humang y sus viviendas. Es un mosquito africano cuyo origen se ubica
biogeograficamente en la Region Etidpica (Africa), donde se agrupa la mayor cantidad de
especies del Subgénero Stegomyia (Tabachnick, 1991).

Se piensa que fue probablemente introducido del Viejo Mundo a bordo de barcos
que cruzaban el Atlantico como parte del mercado de esclavos, diseminandose debido al
intercambio entre naciones (Knudsen, 1983).

Ancestralmente, desde esas areas, inicié una dispersion efectuada por el hombre
que lo ha llevado a constituirse en un mosquito cosmopolita. Su presencia es o fue
detectada en la mayor parte de las éreas tropicales o subtropicales del planeta,
comprendidas entre los 45° de latitud norte y los 35 de latitud sur, en las zonas
isotermales intermedias a los 20°C (figura 1), altamente susceptible a temperaturas

extremas Y climas calidos secos.

e

Aedes aegypti

Aedes albopictus

Aedes polynesiensis

Figura 1. Distribucion mundial de vectores de!l dengue.



Es un efectivo vector de diversas arbovirosis, pero su mayor importancia
epidemiologica esté ligada a su papel como transmisor de fiebre amarilla, chikungunya y,
con mayor actualidad, de dengue (Womack, 1993).

Hasta la actualidad y desde 1980, se asiste a una constante dispersion y
reinfestacion de diversas 4reas de las Américas con Ae. aegypti. Este hecho ha motivado
mas frecuentes e importantes epidemias de dengue en Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Paraguay, Peru, Venezuela, México, toda Centroamérica, Antillas y
Estados Unidos, entre otros paises debido principalmente a que diversas situaciones
ambientales y socio-demograficas van en aumento como la deforestacion, cambio
climatico, migracion campo-ciudad y proyectos de desarrollo interregional, facilitando su
reinicio en un futuro mediato (Githeko et al. 2000).

Es un mosquito basicamente doméstico cuya densidad depende de la
disponibilidad de criaderos dentro del hogar o en el peridomicilio. Los principales
criaderos difieren de una zona a otra (Kudsen, 1983). Aunque pueden utilizar habitats
naturales como son las bromelias, huecos de arboles y axilas de hojas (Rodhain and
Rosen, 1997). Los mas cominmente citados como habitats larvales para este mosquito
contenedores de agua (cisternas, barriles, cubetas, jarras ente otras) floreros (vasos, potes,
etc.) que son usualmente productivos independientemente de los patrones de luvia;
aquellos objetos descartados o bien contenedores no manejables (latas de aluminio, botes.
llantas, chatarra de carros, cubetas abandonadas, potes, cazuelas, ollas, contenedores de
plastico, muebles, juguetes, auto partes, etc.) (Rodhain and Rosen, 1997; Focks, 2003).
Incrementandose, sin embargo, las posibilidades de encontrarlo en sitios atipicos o bien
no tradicionales como charcos en pisos de cemento, alcantarillas, desagiies, cloacas,
pozos, tanques sépticos, y otros sitios subterraneos (Russell er al. 1997; Morrison ef al.
2004). En muchos casos estos sitios atipicos produce grand.es numeros de adultos de este
mosquito lo que hace ocasiona que deben hacerse ajustes a los medios de control debido
a que no siempre es facil que sean tratados con larvicidas. Son estos sitios los que nos
indican que Ae. gegypti no siempre prefiere agua limpia para ovipositar (Focks et al.
1993).

Ademas de la mayor preferencia por los recipientes artificiales, existe diferencia

en la afinidad por cierto tipo de contenedores, y no todos tienen la misma capacidad de



carga poblacional. Hay contendores que pueden servir para la crianza de un nimero
pequefio de individuos en lapsos cortos, otros que soportan pocos individuos pero
mantienen una productividad continua a lo largo del afio; otros que soportan densidades
pablacionales por lapsos cortos y otros mas durante todo el afio.

Es extremadamente dificil eliminar la totalidad de posibles criaderos alrededor y
dentro de una vivienda y mas aun de un poblado o una ciudad completa, de tal manera
que lo mas préctico seria eliminar a aquellos més productivos, aprovechando el tiempo y
esfuerzo del personal disponible que frecuentemente es insuficiente, sin embargo no hay
regla para su catalogacion que tenga una aplicacion universal, ademas que la situacion se
complica ya que las condiciones ambientales, la flora y fauna asociadas no son las

mismas en las distintas regiones del pais (Ibafiez-Bernal and Gémez-Dantés, 1995).

4.1.1. Clasificacion sistematica.

Este mosquito pertenece a la clase: Insecta, subclase: Pterigota, infraclase:
Neoptera, orden: Diptera, suborden: Nematocera, infraorden: Culicomorfa, familia:
Culicidae, subfamilia: Culicinae, tribu: Culicini, género: Aedes Meigen, 1818, especie:
aegypti (Linnaeus, 1762) (ITIS, 2005; NCBI, 2006) (figura 2).

Figura 2. Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).



4.1.2. Ciclo de vida

Los mosquitos son homometabolos, es decir su ciclo de vida comprende cuatro

etapas: huevo, larva, pupa y adulto.

4.1.2.1. Huevo

Los huevos son de aproximadamente 1 mm de largo y de color pélido, tornandose
a un intenso color negro en corto tiempo. Son ovalados-oblongos, pero bajo el
microscopio tienen la forma de un cigarro (figura 3a). Los huevos fertilizados son
depositados en forma individual en las paredes de los contenedores que sirven como
sitios de oviposicion, los embriones se desarrollan de 2 a 5 dias. Son capaces, los huevos,
de aguantar periodos de desecacion por semanas 0 meses, € incluso mucho mas.
Eventualmente cuando ocurren las inundaciones (una o varias veces) los huevos
eclosionan y es la baja de oxigeno en el agua el estimulo para que esto suceda, €ste
comienza a reducirse debido a diversos factores como: la caida violenta de las gotas de
lluvia y el movimiento que produce, o bien al paso de las horas, la presencia de
microorganismos es también activada y éstos inician sus procesos de alimentacion,
respiracidn, etc. (Clements, 1992). La habilidad para soportar periodos prolongados de
desecacion les permite viajar en contenedores grandes distancias lo que provoca
infestaciones cuando éstos se llenan de agua dificultando las operaciones de controf
(Focks et al. 1993a). Las hembras prefieren sitios de ovipostura de colores oscuros,
rugosos y que puedan absorben agua, prefiriendo aquellos criaderos con materia
organica, tierra seca, hojas caidas y hierba, entre otros. Un alto porcentaje de mosquitos
es encontrado usualmente en llantas de vulcanizadoras (figura 3b) y floreros de

cementerios (figura 3c) (Weekly Epidemiological Report Sri Lanka, 2002).

a. b. c

Figura 3. a. Huevo de Ade. aegypti; b. llantas en vulcanizadora; c. floreros.



La cantidad de huevos que una hembra puede poner en una sola oviposicion es
afectado por diferentes factores como: tamario de su cuerpo, magnitud del volumen de
sangre ingerida, calidad proteica de la sangre que ingirid, edad, etc. En general se acepta
un rango mimimo de 20 y un maximo de 120 huevos por ovipostura. El volumen de una
comida de sangre promedio va de 1.5 a 6 microlitros. Una hembra mosquito viviendo en
condiciones adversas de campo puede tener hasta 3 oviposiciones cada 3-5 dias
(Clements, 1992).

El desarrollo de larva a adulto depende en gran medida de la temperatura y de los

recursos nutricionales existentes en el ambiente acuatico larval (Focks et al. 1993b).

4.1.2.2. Larva

Las larvas de Ae. aegypti son facilmente reconocibles ya que e! sifén que poseen
¢s el de menor tamano de todos los culicidos (figura 4a). Estas se mantienen de forma
vertical con respecto a la superficie del agua, alimentandose con particulas de¢ materia.
protozoarios de vida libre y microalgas que se encuentran en el fondo de los contenedores
asi como en el intermedio de la columna de agua (figura 4c), usualmente los criaderos
estan localizados cerca de las casas, con agua relativamente limpia; éstos pueden ser
cisternas y jarrones de ceramica (figura 4b) o cemento, inodoros que ya no son utilizados,
asi como contenedores de plastico, floreros, trampas para hormigas, es decir cualquier
objeto que pueda contener | cm de agua, incluyendo tapas de refrescos desechables. Este
periodo comprende 4 etapas evolutivas denominadas primero, segundo, tercero y cuarto;
afectandoles los factores de temperatura, la habilidad de encontrar alimento y la densidad
de individuos presentes en los receptaculos. El tiempo aproximado para pasar de una
etapa a otra es de aproximadamente 48 horas. Las densidades poblacionales son
reguladas primeramente por competencia intrinseca por el alimento (Southwood er al.
1972; McDonald, 1977; Focks et al. 1978; Gilpin and McClelland, 1979; Dye, 1934). La
mortalidad larval puede ser alta bajo condiciones naturales, mientras que la mortalidad de
las pupas, estadio en el cual no se alimenta, es tipicamente baja. Cuando los recursos de
alimento son limitados o las temperaturas son bajas, el desarrollo puede ser lento o

detenerse hasta que las condiciones vuelvan a ser favorables de nuevo.



Dentro de un mismo criadero, las larvas varian en instar, numero, tamafio y en
ocasiones hasta en origen maternal. La cantidad y calidad de los nutrientes es diferente

entre cada criadero, esto afecta directamente en el tamafio de los individuos.

Figura 4. a. Larva de de. aegypti; b. tazon de ceramica con larvas; c. larvas alimentandose a diferentes
alturas de la columna de agua.

4.1.2.3. Pupa

La etapa pupal es la fase durante la cual tiene lugar la metamorfosis para
convertirse finalmente en adulto, puede durar de | a 4 dias dependiendo de la especie y la
temperatura (figura 5a). La pupa flota cerca de la superficie tomando oxigeno a través de
dos tubos denominados “trompetas” (figura 5b). Cuando el desarrollo se ha completado
el adulto emerge lentamente y trabaja cuidadosamente su salida de exuvia pupal. Después
de emerger flotara en la superficie del agua y se reclina mientras su cuerpo y alas
endurecen. En esta etapa el individuo no se alimenta (Patrick, 1983).

La presencia de pupas tiene un significado importante en el estudio de los
criaderos de este mosquito, ya que por un lado representa que los individuos fueron
capaces de sobrevivir desde huevo hasta esta etapa, teniendo en cuenta que la mortalidad
diaria estimada es de 5% aproximadamente; y que el criadero es de alta calidad

nutricional y fisicoquimica (Fernandez, 1999).
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Figura 5. a. Pupa de Ae. aegypti; b. pupa de mosquito donde se sefialan partes del cuerpo.



4.1.2.4. Adultos

Usualmente la emergencia del mosquito adulto de la cubierta pupal es durante el
fotoperiodo, ya sea temprano en la mafiana o crepuscular. El mosquito emerge en
cuestion de minutos por el cefalotorax y se queda reposando parado sobre la pelicula del
agua (Clements, 1992).

La proporcion de sexos es de aproximadamente 1:1, es decir una hembra por cada
macho, pero puede haber variaciones de 0.6:0.4, siendo mayor la poblacion de machos
(Christophers, 1960),

La cercana asociacion de Ae. aegypti con los humanos es central para la
transmision eficiente de cualquier arbovirosis. Altamente antropofilicas y antropofagicas;
(>95%), las hembras (figura 6b) descansan y se aparean dentro de las casas donde
frecuentemente se alimentan (multiples veces durante un ciclo gonotréfico)
preferentemente de humanos (Scott er al. 1993, 2000); los machos (figura 6¢) se
alimentan de néctares de plantas que se encuentran a su alrededor y frecuentemente estan
cercanos a las fuentes de alimentacidon de las hembras para realizar el apareamiento.

Los mosquitos de la especie Ae. aegypri son pequefios comparados con otros,
usualmente miden de 3 a 4 milimetros. Son totalmente negros excepto por las manchas
blancas en el cuerpo y las regiones de la cabeza, asi como anillos blancos en las patas, las
escamas de la region dorsal del torax (mesonoto) dan la apariencia de una lira (figura 6a).
Las hembras presentan antenas con pelos cortos y escasos, los palpos son de un tercio o
menos de longitud que la proboscis; en cambio, en los machos las antenas son plumosas
con pelos largos y abundantes y los palpos son del tamaiio de la proboscis. Una vez que
han emergido se alimentan por primera vez entre las 20 y 72 horas posteriores a este
evento. La sobrevivencia de los mosquitos depende de su capacidad para alimentarse,
reproducirse, protegerse y dispersarse. (CENAVE, 2006; Mortimer, 1995; Russell, ~l 996).

El macho debe esperar hasta 24 horas para que su aparato genital rote 180° y esté
listo para poder ganchar a la hembra por la punta de su abdomen durante el apateamiento.
Durante el cortejo, las hembras pueden hacer enjambres de pocos individuos, el macho
reconoce este ruido producido por la frecuencia del movimiento de las alas, vuela hacia el
enjambre y en el aire, gancha con sus genitales a la hembra, ambos caen luego al suelo y

en cuestion de segundos, la insemina vaciando sus testiculos para llenar la espermateca
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(Christophers, 1960). La hembra queda fecundada de por vida y cada vez que oviposite
los huevos saldran fecundados antes de salir por el esperma del mismo padre. Después de
inseminar a la hembra, el macho le coloca una sustancia conocida como matrona y
producida por sus glandulas accesorias, la cual hard que la hembra no sea receptiva a

otras cépulas posteriores (Beaty and Marquardt 1996).

Figura 6. a. Escamas en forma de lira en el mesonoto de Ae. aegypti; b. hembra adulta de Ae. aegypti,
¢. macho adulto de Ae. aegypti

El intervalo entre la ingesta de sangre y la ovipostura es de tres dias en
condiciones Optimas de localizacion de huésped y temperatura, en el caso de las hembras
de la especie Ae. aegypti, éstas se dispersan de manera muy limitada para buscar
compaiieros, alimento o sitios de oviposicion, raramente mas de 100 m (WHO, 1997,
WHO, 1999; Edman et al. 1998: Harrington et al. 2001, 2005), sin embargo permanece
toda su vida en su lugar de nacimiento siempre y cuando disponga de huéspedes, lugares
de reposo y ovipostura.

La dispersién en busca de hospederos es desde el punto de vista epidemioldgico
muy importante ya que es por medio de este mecanismo que la hembra adquiere y
disemina patogenos. El comportamiento de oviposicién de las hembras estan separadas
en dos distintas categorias: preoviposicion y oviposicion, En la primera categoria es
donde las hembras escogen el lugar donde depositaran los huevos, el cual escogera por
una combinacion visual y de elementos quimicos. Las hembras “testan” el agua, que
debera contener ciertos elementos derivados de la presencia de huevos y larvas y
escogeran aquellos lugares donde sus huevos coexistan con otros. La presencia de larvas

saludables esta asociada con quimicos que hacen atractivos estos lugares como sitios de
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oviposicion, sin embargo la presencia de larvas hambrientas o infectadas, sen un claro
indicio para la hembra que no son sitios ideales para la oviposicién (Reeves, 2004). La
viabilidad de los sitios de oviposicion puede influir en el comportamienio de postura de
los huevos y puede causar la retencion de huevos (Corbet and Chadee, 1993; Chadee,
1997). Cuando los sitios de oviposicion son raros, la retencidon de los huevos puede
incrementarse y las hembras tienden a poner sus huevos en un solo lugar en contraste
cuando los sitios son accesibles, las hembras exhiben un comportamiento denominado
“brinco de oviposicion”, de tal manera que distribuye sus huevos en multiples sitios
(Corbet and Chadee, 1993; Chadee, 1997; Colton et al. 2003).

Las estaciones del afio muy secas a frias no son aptas para el desarrollo de A4e.
aegypti. En esas estaciones, el control natural ocurre, reduciendo la densidad de la
poblacion y bajo su influencia el ciclo de vida de los huevos (Garcia-Silva er al. 2003).
Sin embargo, este mosquito se encontrara en cualquier lugar que sus requerimientos
ecologicos, sin importar las posibles barreras fisicas (montaiias, océanos, desiertos, etc.) o
biologicas (comunidades vegetales y animales inalteradas que separen un asentamiento
humane de otro).

La fecundidad de las hembras de esta especic puede depender del tamaiio
corporal, la temperatura ambiental, la viabilidad de la obtencion de sangre y los sitios de
oviposicidn (Focks ez al 1993).

Los sitios de descanso preferidos por los adulios de ésta especie son lugares
oscuros y resguardados de las casas, especialmente roperos, bafos y debajo de los
muebles.

La vida promedio de las hembras esta estimado en 8 a 15 dias y de 3 a 6 dias los
machos (Rodhain and Rosen, 1997).

4.2.2. Biorritmo de picadura

Este mosquito es primariamente un mosquito picador de dia, usualmente tiene
picos de actividad, uno a media mafiana y otro en la tarde (Rodhain and Rosen, 1997),
pero debido a los cambios de patrones en el comportamiento humano Ae. aegypti puede

picar incluso de noche (Chadee and Martinez, 2000).
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El rango de picadura determina la dinamica y epidemiologia de los parasitos que
estan relacionados con vectores hematdfagos para su transmision. Muchos parasitos
aparentemente incrementan el rango de picadura de sus vectores, generalmente
impidiendo la habilidad de éste para obtener en una sola comida la sangre necesaria, por
lo que se induce al vector a varias ingestaciones de sangre para llenarse a replecién
aumentando con esto las probabilidades de ingestion y transmision del patdogeno
(Macdonald, 1957).

4.2.3. Ciclo gonotrofico

Se denomina ciclo gonotréfico al periodo de tiempo que va desde que el mosquito
se alimenta de sangre hasta que oviposita y se cierra en el punto que vuelva a tomar la
siguiente alimentacidn sanguinea (WHO, 1975).

Los mosquitos hembra requieren de multiples tomas de sangre en cada ciclo
gonotrofico. Estas prefieren sangre humana y muy raramente se alimenta solamente de
azucar; los cuerpos de estas hembras son de diferente medida y exhiben frecuencias
variables de alimentacién. Las hembras de menos tamafio con frecuencia necesitan de
mayor numerc de ingestas de sangre. Este ajuste esta compensado por remanentes
previtelogenicos en la etapa [-IIb de Christofer, por ahi ellos requieren subsecuentes
alimentaciones de sangre para comenzar vitelogenicamente la etapa I1 y producir huevos

maduros (Reyes-Villanueva, 2004).

4.2.4. Métodos para estimar la densidad de vectores y su importancia para el control

La dificultad practica de estimar la densidad poblacional de los vectores del
dengue con base en el estudio de los adultos, radica principalmente en su observacion y
recoleccion en campo y no necesariamente en los procedimientos de gabinete. Los
métodos generales de estudio entomoldgico empleados son: vigilancia larvaria directa,
larvitrampas, gvitrampas, captura de adultos mediante cebo humaneo, captura de adultos
en sitios de reposo, bioensayos con insecticidas en larvas y adultos. La vigilancia larvaria
directa es util para conocer el estado de infestacion, para monitorear los programas de
control, para la vigilancia de areas de riesgos de reinfestacion, para verificar la posible

erradicacion, asi como evaluar los métodos de control. Las larvitrampas y las ovitrampas
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se emplean con fin de establecer el grado de infestacion o densidad poblacional pero su
efectividad es limitada ya que los huevos o larvas presentes en ¢llas pueden pertenecer a
un nimero variable de hembras, ya que estas no necesariamente tienen la misma
capacidad de produccion de huevos; por otro lado su efectividad varia dependiendo del
nimero y calidad de los cuerpos de agua existentes en el lugar que compiten con las
trampas. El cebo humano llega a emplearse para verificar la posible erradicacion y
evaluar los métodos de control, mientras que la captura en sitios de reposo solo es atil

para evaluar las estrategias de control (An6nimo, 1992).

4.2. Enfermedades transmitidas por Ae. aegypti

4.2.1. Dengue y fiebre hemorragica de dengue

El dengue y sus formas potencialmente fatales: el dengue hemorragico y el
sindrome de choque del dengue, es una infeccion viral transmitida por mosquitos que en
afnos recientes ha resurgido como la més importante enfermedad transmitida por
artropodos convirtiéndose de esa manera en un grave problema de salud publica.
Globalmente 2.5 billones de personas viven en las mas de 100 naciones de Africa,
América, el Mediterraneo, Sudeste asidtico y el Pacifico (figura 7) con presencia
amenazante de esta enfermedad debido a que ha tenido €xito tanto la dispersion

geografica del virus como la de) vector (WHO, 2002).

Countries /areas at risk of dengue transmission, 2006

Figura 7 . Distribucién mundial del virus de dengue en 2006.
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Es un arbovirus que se encuentra dentro de la familia Flaviviridae, misma que
agrupa virus ARN de cadena simple en sentido positivo que s¢ multiplican en c€lulas de
vertebrados y de insectos vectores. Esta familia esta representada por tres géneros:
flavivirus (flavus, amarillo), pestivirus (pestis, peste, plaga) y virus hepatitis C (hepato,
higado; también conocidos como hepatacivitus) (Rice, 1996). El género Flavivirus reine
en su mayoria {55%) virus asociados a enfermedades humanas y algunos patégenos de
animales domésticos o de interés econdmico. Ademds consta de mas de 70 virus
clasificados en 10 grupos (o especies), entre ellos: virus dengue, virus encefalitis
japonesa, virus TBE (del inglés Tick-Borne Encephalitis), virus fiebre amarilla, virus
Modoc, virus MBE (del inglés Mosquito-Borne Encephalitis), virus Ntaya, virus Rio
Bravo, virus Uganda S y virus Tyuleniy.

Esta enfermedad puede ser catalogada como metantroponética, donde sélo quedan

involucrados el hombre (como virtua) huésped Winico) y el mosquito transmisor (figura 8).
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Figura 8. Ciclo de transmisién de dengue.

Esta enfermedad también existe en un pequefio ciclo de transmision selvatica en la
que mosquitos moradores de estos estratos transmiten ¢l virus entre los primates no

humanos, que presentan (de manera comiin) infecciones asintométicas (Peiris et al. 1993;
Rodhain, 1991; Rudnick, 1984; Wang et g/. 2000).
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Figura 9. Historia filogenético del virus dengue. El subtipo se muestra cerca del grupo relevante y los
estimados de edad de los mas recientes antecesores comunes se muestran por las llaves (con intervalos en
los paréntesis).

Tanto el dengue como sus formas fatales son causadas por uno de los cuatro,
altamente relacionados, pero antigenicamente distintos, serotipos de! virus denominados:
DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4; ademds pueden presentar variantes genéticas (genéticas
y topotipos) dentro de un mismo serotipo relacionadas con la virulencia y la procedencia
geografica de la cepa (Monath and Heiz, 1996; Rico-Hesse, 1990), que puede divergir en
un ~30% a través de su poliproteina, por lo que se considera que hay dentro de los
serotipos variaciones denominadas “subtipos” o “genotipos” (figura 9). Cada uno de los
serotipos confiere inmunidad homotipica permanente y heterotipica por unas semanas
(CENAVE 2005). Posee un genoma de aproximadamente 11 Kb que es traducido como

una solo poliproteina y luego se divide en 10 componentes proteinicos.
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4.2.1.1. Historia de la enfermedad del dengue

Las primeras epidemias de esta enfermedad repottadas fueron entre 1779 y 1780
en Asia, Africa y América del Norte, sin embargo en las Américas desde 1635 se
sospechaba de brotes epidémicos en los archipiélagos de Martinica y Guadalupe. La
simultaneidad con la cual ocurrieron los brotes en tres continentes indica que tanto el
virus como e} vector se han estado distribuyendo en los trépicos ampliamente por mas de
200 afios. En 1800 se reporta la primera epidemia americana en Pert con mas de 56 000
casos; pero entre 1827 y 1828 ocurre Ia primera gran Pandemia en este continente que
comienza en las Islas Virgenes y se mueve al oeste a Cuba, Jamaica, Venezuela y
ciudades portuarias de los Estados Unidos como lo son Nueva Orleans y Pensacola,
finalmente llega a México especificamente a Veracruz y desaparece en 1828. En el
sudeste asidtico después de la Segunda Guerra Mundial comienza otra pandemia que se
esparce a lodo ¢l globo desde este punto, donde el tipo hemorragico aparece por primera
vez en los 50s, pero en 1975 comienzan a ser frecuentes los casos de hospitalizacion y la
muerte entre nifios en muchos paises de esta region (CDC, 2005).

Las condiciones ambientales ejercen su influencia de diferente forma, al encontrar
una relacion inversa con la altitud y una relacion directa con la temperatura media anual y
la precipitacion pluvial. Es una enfermedad propia de las zonas urbanas, aunque también
llega a presentarse en las areas rurales. Persiste en donde existe la carencia de agua
potable, drenaje y recoleccién de basura, pero igualmente puede transmitirse en las zonas
residenciales. El padecimiento posee cierta estacionalidad y la transmisién se incrementa
después de la época de lluvias. El riesgo de transmisién de dengue esta determinado por
las caracteristicas de la poblacion, del agente y el medio; éste Oltimo es particularmente
importanie ya que es una enfermedad transmitida por vector. Entre las caracteristicas del
huésped resalta la susceptibilidad universal a la infeccién. Las mujeres parecen estar mas
expuestas a las picaduras de Ae. aegypti en el peridomicilio y suelen tener las mayores
tasas de ataque. La infeccién aumenta con la edad y el grupo en edad productiva es el
mas afectado. La inmunidad en el individuo es permanente para cada serotipo y
paraddjicamente haber padecido infecciones previas aumenta considerablemente la

probabilidad de desarrollar FDH. No existe hasta el momento vacuna o tratamiento
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preventivo contra la enfermedad, asi que el (nico camino para evitar epidemias es

mantener bajas las poblaciones del vector (WHO, 1999).

4.2.1.2. Incidencia de dengue y fiebre hemorragica de dengue a nivel mundial en los
ultimos afios.

El rango de esta enfermedad se ha extendido rapidamente en Jos Gltimos afios,
hacia los paises asiaticos incluyendo el subcontinente Indio, el Pacifico Sur, el Caribe,
Sur y Central América, ¢l noreste de Australia y Africa (figuras 10y 11).

La epidemiologia del dengue ha experimentado en los dltimos 25 afios fuertes
brotes ciclicos luego de periodos de cierta moderacion que se repiten de entre tres o cinco
afios cada uno. Los datos resultantes del ejercicio 2006, en combinacién con las noticias
sobre los actuales brotes y la presencia del fenémeno del Nifo este afio, son indicativos
de que el 2007 sera uno de esos aiios dificiles y complejos para responder a este desafio;
y es esta misma tendencia los brotes ciclicos hace que sean cada vez mas intensos, s por
lo que es necesario que la respuesta sea cficaz, los esfuerzos y la coordinacion de
acciones vayan mas alla del sector salud, ya que esta problematica rebasa en realidad las
fronteras del sector salud y hace necesaria la participacion activa de otros sectores y

actores extra sectoriaies y de la comunidad (OPS, 2007).

e
W o S Swins st
2 et g e B

Figura 10, Distribucion del virus de dengue en el Hemisferio Americano.
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Figura 11. Distribucién del virus dengue en Africa, Asia, Europa y Oceania.

La epidemia de dengue en Paraguay que fue primero reportada a mediados de
enero del 2007 todavia esta presente. Otras ciudades en el Sur y Centroamérica, como
México y Nicaragua han reportado un incremento en los casos de dengue este afio. En
Perq, fuentes oficiales confirmaron la muerte de dos personas en los primeros meses del
afio asi como reportaron 398 casos. Mientras que en Brasil datos preliminares muestran
53 146 casos registrados en contraste con 300 000 del afio pasado. (msnbc, 2007a).

En la pasada década casos de dengue habian sido identificados en Texas cada | ¢
5 afios. Los casos mas recientes en el 2005, incluyen un primer caso localizado de la
dengue hemorragico en territorio estadounidense. Después de una ausencia de 56 aiios,
una limitada epidemia ocurrié en Hawai en el 2001, asociada con importantes casos que
arribaron del Pacifico Sur (Lacayo et al. 2005; Effler ez al. 2005).

4.2.1.3. Incidencia de dengue y fiebre hemorragica del dengue en México .

En México se han aislado los cuatro serotipos de dengue en varios estados de la
Republica Mexicana, siendo los habitantes de Baja California, Chihuahua, Durango,
Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, Tlaxcala y el Distrito Federal, quienes
tienen menor riesgo de contraer la enfermedad, en contraste con quienes habitan los
estados de Sonora, Nuevo Leon, Tamaulipas, Sinaloa, Veracruz, Nayarit, Jalisco, Colima,

Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo.
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La Secretaria de Salud desde 1994 a la fecha realiza el seguimiento de los
serotipos en el territorio mexicano, debido a que si bien el serotipo | no se habia asociado
a brotes desde 1994, en el afio 2002 reaparece en Yucatdn; en contraste el serotipo 2 se
encontraba presente desde 1999 en Chiapas, apareciendo en el 2000 en Veracruz y
QOaxaca, para nuevamente estar presente en Guerrero y Yucatan en el 2001, en el 2002 lo
encontramos en ¢l Pacifico Oceidental, Tamaulipas, Hidalgo y Coahuila; el serotipo 3
casi desaparece en 1999, pero en el 2002 reaparece brotes asociados en diversos estados:
la circulacién del serotipo 4 se detecto por primera vez en Oaxaca en 1983 y su
distribucién es muy semejante al serotipo 1 (S8, 2002).

En relacion al mortal dengue hemorrigico, este se ha incrementado
dramaticamente en un 600 % desde el 2001 en nuestro pais; los expertos predicen una
oleada de casos debido en gran parte al cambio climatico, la migracion y la falla en los

esfuerzos por erradicar €l mosquito en el territorio (msnbc, 2007b).

4.2.1.4. Estatus de vacuna

Seis vacunas se encuentran en varios estados de desarrollo, pero la licencia para
set utiliza no es inminente para ninguna de ellas hasta el momento (Kroeger et al. 2004;
Deen, 2004).

4.2.1.5. Mosquito tigre asiatico Aedes albopictus

El vector secundario de dengue es el mosquito tigre asiatico Aedes albopictus, el
cual aparece en el Nuevo Mundo en 1985 (CDC, 1980). Fue implicado en la transmision
de virus de dengue en [as Filipinas en 1926 (Siler ef al. 1926) y luego en otras partes de
Asia, donde se cria en contenedores artificiales y en huecos de arboles, en dreas urbanas,
suburbanas, rurales y silvestres alejadas de asentamientos humanos (Monath, 1986).
Transmisor horizontal y vertical (Gubler and Rosen, 1976; Rosen et al. 1983) y de una
gran susceptibilidad como el vector tradicional Ae. aegypri para fa infeccion oral con los
4 serotipos de dengue ya fueron demostrados experimentalmente en laboratorio (Rudnick
and Chan, 1965). Sin embargo, el rol de este mosquito en la transmision del dengue en
las poblaciones americanas (la de Norteamérica y la de Brasil) no se ha relacionado en

ningliin brote de dengue o de alguna otra enfermedad. Estudios efectuados en EUA
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indican que estas poblaciones utilizan primariamente contenedores artificiales, con
preferencia a ocupar llantas usadas y floreros de cementerios. Un fendmeno interesante es
el desplazamiento competitivo ejercido sobre otras especies en los contenedores
ocupados por 4e. aegypti, lo que con ¢l transcurso del tiempo podria implicar un cambio

interesante en la epidemiologia del dengue (O’ Mera ez a/. 1993),

4.3.1. Fiebre amarilla

El virus de la fiebre amarilla es miembro del género Flavivirus, de la familia
Flaviridae (Tomori 2004). Es un solo serotipo pero hay diferencias antigénicas entre las
cepas americanas y africanas. Estan presentes cuatro genotipos africanos (Oeste, Central
este, Nuevo este, Angolefio) y un genotipo sudamericano circulando en diferentes
regiones geograficas.

La etiologia de la fiebre amarilla ha sido conocida desde 1901 y el conocimiento
para controlar el vector fue acreditado con la construccion exitosa del canal de Panama.
La vacuna para esta enfermedad fue desarrollada en 1937, convirtiéndose en el primer
arbovirus con contar con una vacuna eficaz, Sin embargo, la enfermedad se presenta en
grandes regiones tropicales de Africa y Sudamérica. Se estima que hay 200 000 casos,
incluyendo 30 000 muertes alrededor del mundo, de los cuales el 90% ocurre en Africa
(figura 12). En América la mayoria de los casos son reportados en Pert, Bolivia y Brasii
(Tomori, 2004).

E] virus de la fiebre amarilla se mantiene en la naturaleza a través de un ciclo
zoondtico entre primates no humanos y mosquitos de la floresta como Haemagogus spp.
en las Américas y Aedes spp. en Africa. Los humanos estan expuestos esporadicamente a
ser infectados por los mosquitos cuando se entra al ciclo debido a sus ocupaciones o
actividades recreacionales (Gubler, 2004; Tomori, 2004). El ciclo urbano es anélogo al
dengue, la transmisién ocurre en humano-mosquito-ciclo de transmisién humana. Se
mantiene esta enfermedad a través de transmision transovarial entre los mosquitos. En las
Americas tanto los ciclos de la jungla como los urbanos son conocidos, sin embargo,

epidemias no urbanas han sido reportadas desde 1948.
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Figura 12. Distribucion mundial del virus de la fiebre amarilla en 2005.

4.3.1.1. Estatus de vacuna
La vacuna actual es el virus vivo atenuado preparada en tejidos de embriones de

polio, la cual ha demostrado ser altamente eficaz.

4.3.2. Virus de Chinkungunya

El virus de Chinkungunya es un alfavirus que pertenece a la familia Togaviridae.
Fue aislado por primera vez de la sangre de un paciente febril en Tanzania en 1953 y fue
identificado repetidamente en €l oeste, centro y sudeste de Africa, asi como en sur y
sureste de Asia. Tiene dos linajes: un linaje contiene todos aquellos aislados del oeste
africano y el segundo contiene aquellas cepas del sureste y este de Africa, asi como los
que se presentan en Asia (Powers and Brault, en prensa). -

El nombre del vicus proviene de! swahili, con una traduccion de “aquello que se
tuerce para arriba”, se mantiene en un ciclo selvatico que involucra a primates y
mosquitos silvestres, similar a como se presenta la fiebre amarilla. En Asia, el virus se

mantiene a través de picaduras de de. aegypti a los humanos.

22

e



Durante los primeros meses del afio 2006 se presentaron epidemias en la India, las
islas Mauricio y Seychelles, mientras que viajeros infectados viajan a ciudades europeas

con la posibilidad de causar una epidemia (figura 13) (CDC, 2006).

4.3.2.1. Estatus de vacuna
Las pruebas desarrolladas por la armada de los Estados Unidos han sido
completadas. El 98% de los vacunados desarrollaron cuerpos de neutralizacion y el 85%

estuvieron protegidos hasta un afio después de |a inmunizacién (Edelman, 2000)
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Figara 13. Distribucion de casos del virus de Chikungunya en 2006.

4.4. Erradicacién, un paradigma.

Histéricamente, [a erradicacion ha sido un paradigma que ha prevalecido para
vigilancia y control de Ae. aegypti, se consiguié erradicar al mosquito a comienzo de los
1900’s en Cuba y Panama4, en los 50’s y 60’s se comenz6 la eliminacién en los demés
paises de Latinoamérica, sin embargo una gran variedad de razones, entre las que se
incluyen cambios politicos y en las prioridades de salud, cambios demograficos humanos,
incremento de viajes entre paises, resistencia a insecticidas de los mosquitos, y la mas
razon mas importante: la imposibilidad de sostener el financiamiento y los
requerimientos de infraestructura para la erradicacién, permitieron que en los afios 70’s

se reinfestaran los sitios libres de estos mosquitos. En 1994 la Organizacion
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Panamericana de Salud declaro la erradicacion de Ae. aegypti como una meta imposible.
La nueva meta para la prevencion del dengue y los programas de conirol ha comenzado a
ser: “la utilizacidn costo-efectivo de recursos limitados para reducir las poblaciones del
vector a niveles que no signifiquen un problema que amenace de manera significativa la
salud de la poblacion” (OPS, 1994).

S.1. Plaguicidas

Los primeros materiales utilizados para reducir las molestias causadas por los
insectos fueron el barro y €l polvo aplicados sobre la piel para repeler insectos que
causaban irritacion, una practica parecida a los habitos de elefantes, cerdos y bufalos. En
estas circunstancias, el barro y el polvo serian clasificados como repelentes, una categoria
de los insecticidas. Para el comienzo de la Segunda Guerra Mundial (1940) nuestra
seleccion de insecticidas se limitaba a varios arsenicales, aceites de petréleo, nicotina.
piretro, rotenona, azufre, gas de cianuro y criolita; y fue este acontecimiento lo que abrid
la era de los productos quimicos con la introduccion de un concepto totalmente nuevo en
los productos quimicos para el control: los insecticidas orgdnicos sintéticos, €l primero
de los cuales fue el DDT (Ware and Whitacre, 2004),

La EPA (1997) define pesticida, como cualquier sustancia que tiene la intencion
de prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier plaga. Bajo esta definicion se engloban
numerosos productos, como por c¢jemplo, los fungicidas (para combatir hongos),
herbicidas (malas hierbas), nematicidas (gusanos), molusquicidas (caracoles y babosas),
acaricidas (acaros), insecticidas (insectos) y rodenticidas (roedores), como los mas
conocidos.

Un insecticida consisie en un ingrediente activo y uno o varios aditivos que se
usan para mejorar las caracteristicas de dilucion, la eficacia de la aplicacion o-su accion
insecticida. El tipo de formulacién en la cual se presenta un producto comercial tiene
influencia sobre el método de aplicacion, su persistencia en ¢l campo y obviamente su
toxicidad. Los insecticidas que se encuentran hoy en el mercado, se dividen en cuatro

grupos quimicos: orgarnoclorados, organofosforados, carbamaios y piretroides.
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5.1.1. Organoclorados

Los organoclorados son insecticidas que contienen carbono (de ahi viene el
nombre organo), hidrogeno, y cloro. También se los conoce con otros nombres:
hidrocarburos clorados, organicos clorados, insecticidas clorados, y sintéticos
clorados.Ahora los organoclorados son principalmente de interés historico ya que solo
unos pocos sobreviven en el arsenal de hoy. Dentro de este grupo se incluia el DDT, el
cual es probablemente ¢l mas conocido y notorio producto quimico del siglo XX ademas
que es el insecticida mas 1util jamas desarrollado hasta que en 1973 la Agencia para la
Proteccion Ambiental de los EUA (EPA) le canceld en todos los usos y todos los paises
del Primer Mundo siguieron su ejemplo, sin embargo aun es usado con efectividad para
¢l control de malaria en varios paises del Tercer Mundo (Pesticide Action Network North

America, 2004).

5.1.2, Organofosfatos

Este grupo incluye a todos los insecticidas que contienen fosforo. Todos son
derivados de uno de los acidos del fosforo y como clase general son los mas toxicos de
todos los plaguicidas para los vertebrados. Debide a su similitud con la estructura
quimica de los OPs con la de los “gases nerviosos” sus modos de accidon también son
similares. Tienen dos propiedades caracteristicas: generalmente son mas toxicos a los
vertebrados que otras clases de insecticidas y [a mayoria de elios son quimicamente
inestables 0 no persistentes. Esta Gltima caracteristica fue la que los trajo al uso agricola
como sustitutos de los organoclorados que son mucho mas persistentes. En este grupo se

encuentra el malation, paration metilico, fentién y clorpirifos (Dyro, 2006).

5.1.3. Carbamatos

Los insecticidas que pertenecen a este grupo son derivados del 4cido carbamico,
su modo de accion consiste en la inhibicion de la vital enzima colinesterasa (AChE). El
primer insecticida carbamato que tuvo éxito fue el Carbarifo (Sevin®) en 1956 del cual
se ha vendido a nivel mundial mas que todos los demas carbamatos juntos ya que su

toxicidad oral y termal para mamiferos es muy baja y tiene un espectro de accidn
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excepcionalmente amplio para el control de insectos (International Programme on
Chemical Safety, 1986).

5.1.4. Piretroides

Los insecticidas piretroides son un gran grupo, con diversas clases de estructuras
de compuestos usados para el control de un vasto nimero de plagas de artropodos de
importancia médica y agricola. Aun cuando solamente han sido desarrollados como tales
desde hace una década representan el 25% de las ventas globales de todos los
insecticidas. En comparacién a ofras clases de insecticidas, los piretroides pueden
rapidamente inmovilizar a insectos, un fendmeno conocido como “derribo”. No son
toxicos practicamente para los mamiferos. Exhiben una habilidad muy interesante para
matar a insecios a bajas dosis a temperaturas decrecientes un fenémeno conocide como
coeficiente negativo de temperatura (Scout, 1988).

Estos insecticidas son analogos mas estables de los insecticidas naturales
encontrados en los extractos de las flores de crisantemo (Tanacetum [Chrysanthemunt]
cinerariaefolium). La bilisqueda para desarrollar piretroides sintéticos comenzd en los
40’s para realzar su eficacia, facilidad de produccion a gran escala y mejor estabilidad
(Zalom et al. 2005).

Los piretroides han tenido una evolucién que ha sido dividida convenientemente
en cuatro generaciones:

O La primera generacion contiene solo un piretroide, la aletrina
(Pynamin®), [a cual aparecié en 1949 para salud publica y uso urbano. especialmente
contra mosquitos y moscas domesticas. Su sintesis es muy compleja, involucra 22
reacciones quimicas para llegar al producto final. Esta generacion es de baja toxicidad
para el ser humano y otros mamiferos ya que se descompone rapidamente, sin
embargo es irritante para las mucosas sobretodo para los pacientes asmaticos. Esta
considerado de esta manera porque €s un quimico muy similar a los componentes de
los extractos naturales del piretrum.

O La segunda generaciéon fue registrada en los 60°s para el control de
insectos urbanos. Resmetrina fue cerca de 20 veces mas efectiva que el piretrum para

el control de moscas domesticas y tuvo mayor tiempo de residualidad, pero como la

26



aletrina fue fotolabil (es decir contiene moléculas que se¢ descomponen rapidamente
en la luz) y por lo tanto inadecuado para el uso al aire libre. Se incluyen también
dentro de este grupo a la tetrametrina (Neo-Pynamin®) (1965), luego bioresmetrina
(50 veces mas efectiva que el piretro) (1967), Juego Bioallethrin® (1969), y
finalmente fonotrina (Sumithrin®) (1973).

O La tercera generacion incluye fenvalerato (Pydrin® [descontinuadol],
Tribute®, y Bellmark®), y permetrina (Ambush®, Astro®, Dragnet®, Flee®,
Pounce®, Prelude®, Talcord® y Torpedo®) que aparecieron en 1972-73. Estos se
convirtieron en los primeros piretroides agricolas debido a su excepcional actividad
insecticida (0.1 Kg. ia/ha) y a su fotoestabilidad. Estos virtualmente no son afectados
por la luz ultravioleta del sol, duran de 4-7 dias como residuos eficaces sobre el
follaje del cultivo.

Q Los insecticidas piretroides pertenecientes a la cuarta y actual generacién
comenzaron a registrarse durante los dltimos 20 afios, su efectividad se encuentra en
el rango de 0.01 a 0.05 Kg. ia’ha. Esta generacion incluye bifentrina (Capture®,
Talstar®), lambda-cihalotrina (Demand®, Karate®, Scimitar® y Warrior®),
cipermetrina (Ammo®, Barricade®, Cymbush®, Cynoff® y Ripcord®), cifluteina
(Baythroid®, Countdown®, Cylense®, Laser® y Tempo®), deltametrina (Decis®)
esfenvalerato (Asana®, Hallmark®), fenpropatrina (Danitol®), flucithrinato
(Cybolt®, Payoff®), fluvalinato (Mavrik®, Spur ®, descontinuado), praletrina
(Etoc®), tau-fluvalinato (Mavrik®) teflutrina (Evict®, Fireban®, Force® y Raze®),
tralometrina (Scout X-TRA®, Tralex®), y zeta-cipermetrina (Mustang® and Fury®).
Todos ellos son fotoestables, es decir, que en presencia de luz solar no sufren fotélisis
(divisiones). Y como tienen una volatilidad minima ofrecen una efectividad residual
extendida, hasta de 10 dias en condiciones optimas. Adiciones recientes a la cuarta
generacion de piretroides son acrinatrina (Rufast®), imiprotrina (Pralle®), registrada
en 1998, y gamma-cihalotrim (Pytech®), que estd en desarrotlo (Ware and Whitacre,
2004).

Los piretroides se han convertido en la alternativa de los granjeros para sustituir a
los OP’s debido en muchos casos a que superaran a estos en el rango de los insectos a los

que eliminan, la sincronizacion del tratamiento y la actividad residual. Quizas ¢l unico
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grupo de artrépodos para los cuales no son efectivos son los insectos del suelo y los
acaros, asi cOmMO Por sus precio que €s menos caro.

En adicién a su eficacia y costo, los piretroides presenien un bajo riesgo para los
trabajadores y aplicadores, asi como también la toxicidad para anfibios, mamiferos y aves
es relativamente baja comparada con los OP’s, sin embargo, muchos invertebrados
acuéticos y peces son altamente susceptibles (Smith and Stratton, 1986).

Pero también con el incremento del uso de este grupo de insecticidas, se agudizara
en el futuro varios problemas; los insectos benéficos y los acaros son importantes
componentes del Manejo Integrado de Plagas (MIP) ya que ellos pueden reducir la
necesidad de aplicacion de quimicos si se encuentran a suficientes densidades. Los
piretroides han mosirado que afectan seriamente a estos cuando se encuentran presentes
en los campos, ademds generalmente no son compatibles con los programas de control
biolégico, aunado a esto, estan asociados a el aumento del nimero de plagas secundarias
(Bentley ef al. 1987).

5.1.4.1. Resistencia a piretroides

Los piretroides como el DDT son neurotdxicos. Producen lesiones similares en el
motor de las terminaciones nerviosas en una gran variedad de especies de insectos y
pueden actuar en los nervios periféricos asi como en sistema nervioso central (otras
clases de insecticidas generalmente acttian en los axones periféricos). Los que acttan
principalmente en los nervios periféricos son conocidos como Tipo 1. Mientras que los
que actian principalmente en e sistema nervioso central (principalmente piretroides con
el grupo a-ciano) son conocidos como Tipo 11. Sin embargo, hay sus excepciones a estas
categorias. A nivel de molécula, los piretroides pueden interactuar con los canales de
sodio y potasio, GABA mediante los canales de cloro y con ATPs. Sin embargo, su
interaccion con los canales de sodio parecen relacionarse con todos sus efectos téxicos en
los insectos. Los efectos de los piretroides en los canales de sodio de los insectos no estan
claros, pero el incremento en la permeabilidad de sodio esta correlacionado con las
lesiones presentes. Ahora sospechamos que ¢l “derribo” confiere un cambio fundamental

en los canales de sodio del sistema nervioso de los insectos con este rasgo. Desde que el
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super-kdr fue identificado, se sospecha que este rasgo puede ser expresado en varias
magnitudes (Millar, 1988).

5.1.5, Plaguicidas en México.

El uso de plaguicidas en México ha sido tema de discusion de las dependencias
sanitarias durante los ultimos 20 a 30 afios. En aquel entonces la tarea de conservar
registros era casi inexistente, pero durante fos altimos 15 afios se ha tomado conciencia
de esta necesidad de monitoreo y control de plaguicidas. Hace casi 20 afios, se cred la
Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Plaguicidas y Sustancias
Toxicas (CICOPLAFEST) para coordinar esfuerzos intersecretariales, incluyendo
estrategias del sector privado, y para facilitar ¢} cumplimiento con las leyes de salud,
salubridad y proteccion ambiental en México. Pese a los esfuerzos por parte de la
CICOPLAFEST para controlar el uso de plaguicidas, no existe hasta el presente ningan
reglamento que obligue a los aplicadores a conservar registros o reportar su uso de
plaguicidas. Por ejemplo, de acuerdo con el Reglamento de Uso y Control de Herbicidas
para Mexico, el requisito mas comin que se les exige a los aplicadores es que usen
productos quimicos autorizados por la dependencia, pero en todo caso es requisito que se
genere un registro de la aplicacion, A pesar de ello, la mayoria de las dependencias
guardan registros Unicamente si opinan que pueden resultar utiles por razones
economicas o administrativas.

Lo que se necesita con mayor urgencia en est¢ momento es poder generar
registros que documenten cada vez que se han aplicado plaguicidas en el territorio
mexicano (Barud, 2006). La mayoria de las zona agricolas carecen de un sistema de
control para llevar la cuenta de las aplicaciones de plaguicidas. Esto es sumamente
importante ya que en México se usa el 60% de los 22 plaguicidas como perjudiciales para
la salud y el medio ambiente. De ellos el 42% se fabrican en el pais. De 90 plaguicidas
que han sido cancelados o restringido en los Estados Unidos, 30 se usan en México
(INEGI, 1992).

Existen estudios que demuestran que son nocivos para Ja salud humana; buena
parte de estas victimas de los plaguicidas en el pais son indigenas, trabajando ya sea lo

mismo en Sonora que en Nayarit o Chiapas, asi mismo son victimas de los programas
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agropecuarios, que en vez de diversidad alientan el monocultivo y el uso de paquetes
tecnoldgicos que los hacen dependientes de los grandes consorcios productores de
semillas, fertilizantes y otros productos quimicos (Restrepo, 2007).

En México el uso del DDT fue sustituido por piretroides después de haberse
usado por casi medio siglo, dentro del Sector de Salud Publica para el combaie del
mosquito Ae. gegypti, la Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2002, para la
vigilancia epidemiolégica, prevencion y control de enfermedades transmitidas por vector,
los criaderos se deben tratar con temefos, larvicida degradable de los mas inocuos,
aplicado en agua a la dosis de una parte por millén. Se cuenta con tres presentaciones:
liquido al 50%, cépsulas al 5% y granos de arena al 1%. En el caso de las cépsulas al 3%
se debe utilizar un gramo del producto por cada 50 litros; para temefos en granos de arena
al 1% se aplica un gramo por cada 10 litros de agua. La presentacién de temefos al 50%
se destina para tratar carros-cisterna que suministran agua para uso domeéstico durante las
emetgencias sanitarias-epidemiologicas, o en la dotacion cotidiana de agua a los
asentamientos humanos de riesgo con suministro irregular. La dosis es de 1 a 2 ml por
cada 1,000 litros de agua. La aplicacion de temefos se hace a recipientes positivos a
larvas, evitando su aplicacion de rutina en recipientes frecuentemente negativos. Se
emplea como medida preventiva basica y se regira por la periodicidad que indiquen los
estudios entomologicos. Ante la presencia de situaciones emergentes como los desastres
naturales y brotes, debe aplicarse simultaneamente con rociado espacial a VUR
cumpliendo con: coberturas integrales, en periodos de ejecucion cortos (menores a tres
semanas) y con reduccion de los indices de infestacion a niveles dptimos.

Asi mismo se recomienda la siembra de peces en piletas, toneles y otros
recipientes para almacenar agua es una medida aceptada por la comunidad que logra el
control de larvas de mosquitos. Otra medida es el empleo de tabletas de Bti (Bacillus
thuringensis) 2300 UTl/mg a razon de | tableta por cada 50 litros de agua, con
residualidad de 45 dias, otra alternativa del mismo ingrediente activo, es la presentacion
WDG (granulos dispersables en agua) con 3000 UTI/mg a razén de 1.2 g por cada 200
litros de agua lo que permitira disminuir costos de tratamiento. Los mosquitos aedinos

también se combaten mediante la aplicacion de VUR.

30



Para el combate de los mosquitos adultos, se indica el uso de piretroides sintéticos
como la permetrina, esbiol y butéxido de piperonilo a dosis de 10.9, 0.15y 11.1 gramos
de ingrediente activa por hectdrea respectivamente, o como alternativa cyflutrin a dosis
de 1 a 2 g/ha, asi también bifentrina al 1.5% para aplicaciones U.L.V. en el control del
paludismo para vsar en exteriores a dosis de 150 ml de producto por hectarea, diluido en
agua; y otros que por su eleccion demuestren resultados satisfactorios. El insecticida
malation en aplicacion espacial queda temporaimente fuera de uso para el control de
vectores, hasta contar con un larvicida que no pertenczca al grupo de los
organofosforados.

Dado que el mosquito Ade. aegypti se caracteriza por ser eminentemente
doméstico, se ha observade con un solo ciclo de nebulizacién de un dia, con una
aplicacion temprana en la maiiana y otra por la noche, es suficiente para eliminar a la
mayoria de los mosquitos del area tratada. Este esquema reduce la infestacion hasta por
cuatro semanas cuando se garantiza la reduccion simultanea de criaderos activos, Cuando
la nebulizacién se usa como unica medida, se aplica en ciclos de varios dias consecutivos
(el numero de dias lo determinard la productividad de los criaderos), con dos aplicaciones
por dia, una en la mafiana y otra por la noche. En este caso se tendra en cuenta que la
reduccion de densidades no se mantendra por mas de dos semanas.

Sin embargo, los estudios sugieren que una estrategia de manejo de insecticidas
(mezcias, mosaicos, rotaciones) es necesaria para implementar y mantener a largo plazo

la susceptibilidad los insecticidas que se estan utilizando en estos momentos.

5.2. Resistencia a plaguicidas
5.2.1. Concepto de resistencia

Cuando se discute e} termino resistencia a plaguicidas, generalmente se hace
referencia a la habilidad humana para controlar una plaga, y no como la habilidad del
organismo (insecto, planta, hongo, etc.) para defenderse a si mismo, cuando en [a realidad
la resistencia a los toxicos es una forma de autodefensa. Ahora bien, la exposicion a un
plaguicida puede describirse como un ambiente de estrés y la resistencia como [a

expresion de Ia respuesta natural del organismo al estrés, ya que éstos van a
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enfrentarse a lo largo de su vida 1anto con estrés letal como no letal desarrollan efectivos
mecanismos de defensa como respuesta a esta presion (Scout, 1995).

Antes de definir el concepto de resistencia, hay que comprender términos
importantes como: estrés que podemos definir como cualquier cambio en el ambiente
que actie para reducir el bienestar de un organismo; puede ser de origen fisico,
bidtico y/o tener su origen en componentes toxico que actian de manera cronica, por
estaciones o bien ambas al mismo tiempo, afectando a nivel de comunidad, poblacion o
individual (Koehn and Bayne, 1989).

Resistencia puede ser definida como el desarrollo de la habilidad de una cepa
de una poblacion de erganismos para tolerar dosis de un toxico que podria ser letal
para la mayoria de los individuos de una poblacién de la misma especie (Andnimo,
1957), ésta definicidén es sumamente imprecisa, porque infiere que ésta caracteristica
puede desarroliarse en un individuo expuesto o no a la presién de un tdxico, siendo estos
dos momentos y eventos diferentes. Resistencia es la expresion fenotipica de un rasgo
heredable, que puede expresarse en un pequefio grupo de individuos de una poblacion
antes de la exposicion a wn toxico. El desarrolio de un cambio medible en la
susceptibilidad de una poblacién es debido a una seleccién especifica de los individuos
preadaptados por varias generaciones o bien por exposicion a cantidades de téxicos que
pueden ser subletales para los preadaptados pero no para otros individuos de la poblacion.
Resistencia se refiere a un decrecimiento en la susceptibilidad, que es heredable y no
necesita ser inducida anteriormente para que pueda expresarse, sin émbargo exponer
a un organismo a una condicion de estrés, puede resultar en un incremento en la

expresion de los genes resistentes que pueden o no ser heredables (Scout, 1995).

5.2.2. Resistencia cruzada y resistencia miltiple

Cientos de especies de insectos han adquirido de manera sucesiva resistencia a los
grupos de plaguicidas presentes en el mercado. Pudiéndose presentar resistencia
cruzada en donde un insecto exhibe un espectro de resistencia a dos o mas clases de
plaguicidas porque estos productos tienen el mismo o muy similar modo de aceion.
Podemos definirla como el mecanismo por el cual un simple gen confiere resistencia a

varios quimicos del mismo diferente grupo (Brogdon, 2003). Las fosfotriesterasas
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muestran resistencia a varios organofosfatos y el gen kdr confiere resistencia a DDT y
piretroides (Hemingway and Ranson, 2000). Resistencia maltiple, es cuando un
organismo es resistente a dos o mas clases de plaguicidas porque coexisten dos o mas
diferentes mecanismos de resistencia que contrarrestan las acciones de los productos

incrementando esta (Brogdon, 2003; Hemingway and Ranson, 2000).

5.2.3. Mecanismos de resistencia
Los tipos mds comunes de resistencia en insectos pueden ser agrupados en cuatro
categorias:
1. Comportamiento: cuando el insecto modifica su comportamiento para

evitar el contacto con el plaguicida.

2. Penetracion: cuando la composicién del exoesqueleto del insecto es

modificado para inhibir la penetracion del insecticida.

3. Sitio blance insensible: cuando el sitio de accién para el insecticida
comienza a ser modificado para reducir el impacto de la forma activa del insecticida.
Este grupo se encuentra: acetilcolinesterasa insensible, receptor GABA, canal de

sodio y el receptor HJ.

4. Metabdlica: donde el metabelismo de los insectos comienza a modificarse
para detoxificar el insecticida o bien no permite que el compuesto se convierta en su
forma toxica. Puede dividirse en tres principales sistemas de enzimas: citocromo
P450 monooxigenasas (P450s), esterasas no especificas y glutation s-transferasas
(GSTs). Los componentes de cada sistema de enzimas puede mutar pard alterar la
detoxificacion del plaguicida, sin embargo solamente tipos especificos de mutaciones

parecen estar asociados con los mecanismos de resistencia (Tabla 1).
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Tabla 1. Mutaciones genéticas asociadas con enzimas y receptores que pueden dar como resultado
diferentes tipos de resistencia.

Mutaciones genéticas asociadas a:

Tipos de resistencia Amplificaciéon de  Alteracion de Cambio
genes expresion estructural
Metabolica
Oxidasas P450 ND C ND
Esterasas C ND C
GSTs ND & ?

Insensibilidad en
el sitio de accion

Acetilcolinesterasa ND ND C
Receptor GABA ND ND c
Canal de sodio ND ? ?
Receptor HJ ND ? ? _

ND: No detectado; C: Confirmado; ?: Implicado pero no confirmado

Los dos tipos de mecanismos que pueden causar altos niveles de resistencia se
refieren generalmente al tipo metabdlico y el sitio blanco insensible (Oppencorth. 1984;
Scout, 1995).

5.2.3.1. Mecanismos de resistencia metabdélicos

Son tres los grupos de enzimas considerados como la base importante en la
resistencia para los grupos de insecticidas organofosfatos, organofosforados, carbamatos
y piretroides.

El sitio blanco de los organofosforados (OPS y carbamatos es la
acetilcolinesterasa en la sinapsis nerviosa y el sitio blanco para los organoclorados, como
el DDT vy los piretroides sintéticos son los canales de sodio (Miyazaki et al. 1996;
Williamson et al. 1996).

5.2.3.2. Citocromo P450 monooxigenasas (P450)

Las P450 monooxigenasas son enzimas bien ubicadas, encontradas desde las
bacterias hasta los mamiferos. Estdn envueitas en el metabolismo enddgeno asi como
también en el metabolismo de xenobidticos. Por ejemplo, en los insecios estas actividades
son esenciales para la sintesis y la degradacion de hormonas de muda y hormonas

juveniles asi como también en el mecanismo de las feromonas. Las P450 son también
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importantes para los mecanismos adaptativos de los insectos para sintetizar los quimicos
toxicos emitidos por las plantas hospederas (Gould, 1984).

Catalizan una variedad de reacciones detoxificativas en los insectos, incluyende
la hidroxilacion del DDT vy la epoxidacion de ciclodienos (Feyereisen ef al. 1990).

La variedad de reacciones simultianeas por estas enzimas son muchas, por lo que
varias enzimas P450 pueden estar presentes en un solo insecto y varios alelos de cada gen
puede existir. No existe evidencia que sugiera que los genes P450 son amplificados o
estructuralmente alterados para producir resistencia. Pero son numerosos los €jemplos de
que su expresion puede ser alterada por diversas sustancias (Rose et al. 1991; Jeong er al.
1992; Waxman and Azaroff, 1992; Zinder ez @/ 1993).

Por definicion, si la expresion de P450 es alterada para producir resistencia, tanto
las cepas susceptibles como resistentes pueden tener cuantitativamente diferentes
cantidades de ¢stas enzimas. Estan involucradas en el metabolismo de virtualmente todos
los insecticidas (Wilkinson and Brattsten, 1972; Hodgson, 1985; Agosin, 1985),

A la fecha, se han asignado para seis CYP familias; cinco son especificas para
insectos (CYP6, 9, 12, 18 y 28) y una CYP4 esta relacionada con secuencias de otros

organismos (Feyereisen, 1999).

5.2.3.3. Esterasas no especificas

Los mecanismos de resistencia producidos por las esterasas han sido estudiados
ampliamente en diferentes especies de mosquitos del genero Culex y el pulgdn Myzus
persicae. Resistencia de amplio espectro a OPs es conferida por incremento de esterasas
que actiian ligandose raptdamente a} insecticida y desdoblandolo lentamente (Kadous et
al. 1983). La clasificacion de esterasas se basa en su preferencia por a o 8 naftil acetato,
su movilidad en gel de policrilamida y en la secuencia de nucleétido (Hemingway and
Ranson, 2000)

Dos sitios comunes de esterasas, esta y estf, se encuentran involucradas solas o en
combinacidn en este tipo de resistencia en el genero Culex (Vaughan et af. 1997). En Cx.
quinguefasciatus el fenotipo comun de esterasas elevadas involucra dos enzimas: esta2' y

estp2’ (Vaughan and Hemingway, 1995). Un pequefio nimero de especies del genero
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Culex muestran elevadas estBl solas, elevadas estal solas o co-elevadas esto3 y estf!
(De Silva et al. 1997; Hemingway and Karunaratne, 1998).

Algunas especies del genero Anopheles tienen un mecanismo de esterasas no
elevadas, mas sin embargo, estas confieren resistencia especifica a malation a través del

incremento en el rango de metabolismo (Hemingway 1983).

5.2.3.4. Glutation s-transferasas

Las enzimas GSTs son multifuncionales y detoxifican un gran rango de
xenobioticos. Estas enzimas catalizan el ataque nucleofilico del glutatién reducido (GSH,
por sus siglas en ingles) en los centros electrofilicos de compuestos lipofilicos
(Hemingway and Ranson, 2000). Multiples formas de estas enzimas han sido reportadas
en mosquitos, mosca domestica y Drosophila (Clark et al. 1984; Toung et al. 1990).

Existen por lo menos tres familias de GSTs en insectos y todas juegan un papel
importante en la resistencia a insecticidas. En la especie de. Aegypti por lo menos dos
GSTs se encontraron en altas concentraciones en mosquitos resistentes al DDT (Grant
and Matsumura, 1989).

5.2.3.5. Insensibilidad en el sitio de accién

El segundo mecanismo de resistencia més importante es la insensibilidad en el
sitio de accidn, gue se refiere a una alteracion de la (s) moléculas (s) que directamente
interactian con el plaguicida para reducir la toxicidad. Tanto acetilcoiinesterasa como el
receptor acido gamma-butirico (GABA) son conocidos como blancos de insecticidas y
alelos resistentes de cada uno pudieran ser encontrados. El canal de sodio y el receptor de
la hormona juvenil (HJ} son supuestos blancos de insecticidas. Su directa interaccion con
insecticidas no ha sido confirmada, pero esta claramente evidenciado que ju‘egan un rol
clave en los procesos de intoxicacion.

Acetilcolinesterasa (AChE) es el sitio blanco de organofosforados y carbamatos.
Estos plaguicidas lazan a AChE y previenen que la enzima detenga la accion del
neurotransmisor acetilcolina. Multiples formas de AChE que confieren varios grados de
resistencia pueden ser encontradas en una gran variedad de artrépodos. En cada caso

examinado hasta ahora, la afinidad de ATC con el plaguicida ha sido reducida. Ningin
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gen amplificado o expresién alteracion de un gen que codifique a AChE ha sido
detectado. En su lugar se han encontrado puntos de mutaciones que cambian la estructura
de la enzima (Hemingway et al. 1986).

Recientemente se identificaron S puntos de mutacion en Drosophila melanogaster
que estan asociados con sensibilidad reducida. Individualmente, las mutaciones dan
solamente niveles bajos de resistencia, pero cuando varios de eilos se combinan, grandes
niveles de resistencia son el resultado. La hipdtesis es que la sensibilidad disminuida por
ATC es el resultado de una combinacion de varias mutaciones, cada una de las cuales
provee una resistencia pequefia en lugar de la aparicion de una sola mutacion que
proporcione una fuerte resistencia.

Los receptores GABA son el primer sitio blanco de los insecticidas ciclodienos.
En vertebrados, este grupo de receptores untos forman un canal de iones cloruro. En los
invertebrados esta inferido que poseen el mismo canal de iones. Muchos casos de
aparicion de resistencia a ciclodienos son debidos a una disminucién de la sensibilidad
del receptor GABA subtipo A, una parte integral del canal de iones cloruro. La
disminucién de la sensibilidad por receptores GABA es debido a un cambio estructural
de una proteina. Ninguna amplificacién o expresidn alterada de genes del receptor GABA
han sido detectadas. Solamente un punto de mutacion causa que un aminoécido
especifico pueda ser sustituido dando como resultado altos niveles de resistencia para
ciclodienos. Otros puntos de mutacién han sido detectados pero estos no parecen ser la
causa de resistencia 0 no estdn asociados consistentemente con este fendmeno
{(Hemingway et al. 1987).

Los canales de sodio juegan un rol integral en la transmision de impulsos
neurales. Los piretroides causan una interrupcion en las transmisiones de los nervios por
la interrupcion de la funcién normal de los canales de sodio. La insensibilidad del sitio
blanco para piretroides es una respuesta fenotipica comuinmente referida como
“resistencia al derribo (4dr)”, dando como resultado que los canales de sodio comiencen a
ser menos sensibles a la intoxicacion. Aunque estd claro que los canales de sodio son
adversamente afectados por los piretroides, hay desacuerdo sobre si el kdr es el resultade
de una mutacion en el canal de sodio 0 lo es de alguna otra molécula que es parte integral

para la funcién de los canales. Un punto de mutacién para el canal de sodio que pudo ser
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estructuralmente alterado fue detectado en una cepa de insectos resistentes, pero hasta
ahora esta mutacion no ha mostrado ser causa de resistencia

Otros reportes indican que la mutacion que causa kdr esta cercanamente ligada a
(fisicamente cerca o es parte de) el gene que cedifica a un tipo de canal de sodio y esta
liga ha sido interpretada como una fuerte evidencia de la(s) mutacién (es) de que un gen
del canal esta asociado con &dr. Por otra parte, una mutacion de una proteina regular o del
receptor pudo también dar como resultado kdr. Existe evidencia indirecta para sustentar
¢sta hipotesis alternativa. La tercera hipétesis que ha sido propuesta y que esta limitada a
evidencia electrofisiologica indica que kdr es causado por cambio de dos genes cercanos
ligados. Uno involucra un canal de sodio alterado y el otro puede ser asociado con la
fosforilacion del calcio activado de una(s) proteina(s) involucrado con los
neurotransmisores. Al mismo tiempo. puede ser que solamente est¢ indicado ya que no
hay ningun evento de amplificacién de gen asociado con kdr. Es mas probable que la
expresion de un gen que esta asociado con la funcion del canal de sodio ha side alterado
y/o una mutacion estructural del canal de sodio resultd en kdr (Bisset, 2002).

Los analogos de las hormonas juveniles como el metopreno compiten con la
hormona natural para el receptor de [a H). La mayoria de la resistencia a los analogos de
HJ son tanto metabolicos y/o una reduccion en la penetracién del insecticida a través de
la cuticula. Los reportes de la insensibilidad del sitie blanco para andlogos de HJ son en
mutantes aislados de colonias de laboratorio de Drosophila. La transposicién de los
alelos de los genes de resistencia Mer que han sido aislados de estas colonias por un TE
pueden inducir resistencia, sin embargo, la transposicion no es requerida para que la
resistencia del gen sea expresada (Wilson, 1992).

Otros dos tipos de resistencia que deben ser descritos son la penetracion reducida
del plaguicida y la alteracién del comportamiento para evitar el producto toxico. Esto
presume que la estructura cuticular es de alguna manera alterada para reducir la cantidad
de penetracion del téxico. El cambio en el comportamiento parecer ser estimulado por
contacto o a través de receptores tictiles u olfatorios que enirar en contacto con el
pesticida. Solos, ninguno de estos mecanismos causan grandes niveles de resistencia pero

ellos pueden ser encontrados en combinacion con ofros tipos de resistencia y pueden
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hacer una contribucion significante para que la resistencia total exhibida por el insecto
(Tabashnik 1989; Devonshire 1990).

5.3. Monitoreo, deteccion y manejo de resistencia

La resistencia es un fendmeno extenso y ya han sido detectadas muchas
poblaciones resistentes de diversas plagas de importancia para el ser humano.

Donde el control ha fallado la historia nos revela que la aplicacion de los
plaguicidas usualmente indica que la exposicion cronica a €stos ha resultado en altos
niveles de resistencia que causan los fallos. Puede el desarrollo de poblaciones resistentes
significar que la falla en el control es inevitable? Ciertamente [a continua seleccion de los
mismos mecanismos de resisiencia una y ofra vez pueden resultan en niveles de
resistencia que sean tan grandes que resulte en un fallo total del control pero si la presion
de seleccion (e.j.. un plaguicida) por cada mecanismo es removido antes del desarrollo de
una resistencia suficientemente significante, entonces el fallo en el control puede evitarse
(Georghiou, 1981; Georghiou and Lagunas, 1981; Georghiou, 1990).

Un paso importante para evitar este problema en el contro! de vectores es la
deteccion de resistencia cuando se encuentra en su nivel mas bajo, los objetivos de
determinar el estatus de susceptibilidad de vectores son los siguientes:

a. Antes del comienzo de las operaciones de control, se debe obtener datos de
la poblacion a través del establecimiento de una linea base (es decir, es necesario
tener el conocimiento de la susceptibilidad base, la cual se encontrard en una
poblacion que no ha sido expuesta previamente a plaguicidas, lo que servird como
punto de referencia) para establecer ¢l programa y seleccionar el plaguicida a utilizar.

b. Detectar la presencia de la resistencia en un estado temprano para poder
introducir un manejo de ésta en el momento justo. La deteccion en un estado
avanzado de la evolucién del organismo, es importante para elucidar la cavsa de! fallo
del sistema de control de la enfermedad; sin embargo, en ese caso, es muy probable
que sea tarde para proponer alguna forma de manejo de la resistencia que no sea otra
que reemplazar el insecticida.

¢. Monitorear los niveles de resistencia sobre tiempo, en virtud de evaluar los

efectos de las estrategias de control sobre ésta.
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La WHO ha usado pruebas por muchos anos para la deteccion y monitoreo de la
resistencia en diversos vectores. La colecta y pruebas de los vectores deben ser
estandarizados y racionalizados (e.j. para permitir ver el efecto de la edad en [a
resistencia), asi como nuevos métodos deben ser desarrollados para probar los efectos de
los plaguicidas que estan saliendo al mercado asi como detectar sus efectos en vectores,
hospederos intermediarios y depredadores (WHO, 1970).

El mas reciente desarrollo de técnicas de microensayos bioquimicos puede
detectar mecanismos de resistencia en insectos individuales y estas facilidades para
confirmar la resistencia en los pocos sobrevivientes de los bioensayos. La identificacién
de los mecanismos de resistencia ayuda a pronosticar el espectro de la resistencia cruzada

y las facilidades de la seleccion de los plaguicidas alternativos.

5.3.1. Técnicas de detecciéon y monitoreo de resistencia
5.3.1.1. Métodos estandares

Para que un método sea considerado como estandar, puede ser sencillo, replicable,
eficaz, accesible y darnos un resulitado rapido.

Las pruebas de susceptibilidad son para mosquitos, piojos, chinches de cama,
moscas negras, moscas caseras, garrapatas, pulgas y roedores. Aun cuando estas pruebas
han sido usadas extensivamente por muchos afios con resultados satisfactores, todavia se
tienen algunas dificultades con ellos, como por ejemplo:

1. La mayoria de los métodos fueron desarrollados para buscar resistencia en
las generaciones anteriores de plaguicidas. Los nuevos productos con accion
fumigante, knockdown y/o repelente pueden requerir diferentes enfoques.

2. Muchos métodos de exposicidn estdn en uso. Mientras, en muchas
pruebas, los vectores son expuestos a superficies tratadas {mosquitos, moscas de la
arena, cucarachas, chinches triatominas, chinches de cama, pulgas, etc.) otras estan
basadas en la aplicacion topica de cantidades conocidas de plaguicidas en el tdrax
del vector (moscas domesticas, moscas tsé-ts€, moscas de los establos y garrapatas).

3. Mosquitos pequefios como Ae. aegypti frecuentemente escapan por la
maila de fas tapas de los tubos de exposicion de los kids de pruebas para mosquitos

adultos.
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4. La aplicacion topica de soluciones de insecticidas para garrapatas y
moscas involucran el uso de equipo especial, esto también es necesario para
anestesiar a [as moscas que frecuentemente escapan durante el procedimiento.

5. En los tests que envuelven la exposicion de mosquitos a papeletas
impregnadas con insecticidas organoclorados, organofosforados y carbamatos, es
asumido que el tiempo de exposicién y el balance de la concentracién siguen un
camino semejante: tanto el producto como la mortalidad son constantes. Sin
embarge, esto sdlo puede ser verificado para pocos insecticidas y puede no ser

totalmente cierto para algunos de los componentes probados (U.S. Army 1992).

5.3.1.2. Métodos tentativos

Estos incluyen pruebas para cucarachas y chinches reduviide, utilizando Bacillus
thuringensis, fumigantes persistentes e irritantes.

Las pruebas para cucarachas son diferentes de otras por el numero de
observaciones consecutivas de tiempos de knockdown hechos en los mismos insectos
pero sin removerlos de la superficie tratada por un tiempo fijo de post-exposicion. Como
las relaciones entre los tiempos de knockdown y los tiempos letales no son constantes, la
primera opcion particularmente sensitiva a la temperatura y los efectos de penetracion,
estas pruebas pueden ser cambiadas para llevarlas dentro de la linea con otros insectos
(tiempo fijo de exposicion y 48 horas de observacion post-exposicion). Un largo tiempo
de post-exposicion es recomendado para cucarachas porque pueden recobrarse del
knockdown después de la exposicion entre 24-48 horas. £n las pruebas utilizadas para
chinches reduviide, las instrucciones nos sugieren utilizar los 7 instares. Estos son muy
dificiles de colectar en gran numero en el campo, los instares tempranos son usualmente
mas numerosos y mas faciles de colectar. Cuando se desea conocer el resultado de una
aplicacion residual, se pueden utilizar hojas o partes de ellas, sueltas o unidas a plantas,
las cuales son puestas en contacto con soluciones acuosas del plaguicida a utilizarse,
diluidos en dosis requeridas. Otro tipo de bioensayo es mediante la inmersion del insecto
o “dip-test” que se utiliza como un procedimiento rapido de deteccion de resistencia
mediante la aplicacion de una dosis discriminante (que es la concentracion de insecticida

que mata a los organismos en una lapso de una hora a temperaturas de entre 20 y 25°C
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después de una inmersion de 10 s). Las pruebas tentativas para fumigantes persistentes
deben ser satisfactorios y deben considerarse una de las pruebas estandares. Los métodos
de deteccion de cambios ambientales son voluminosos e ineficientes. En vista de la
creciente importancia de los piretroides, que actdan tanto como irritantes como

repelentes, estas pruebas deben ser revisadas y/o desarrollar otras ( U.S. Army 1992).

5.3.1.3. Otros métodos
Peces, caracoles y Cyclops spp.. deberan ser probados tentativamente como si
fueran larvas de mosquito; los biopesticidas deben ser considerados como farvicidas, pero

la concentracion del ingrediente activo es expresado en unidades toxicas.

5.3.1.4. Bioensayos

Convencionalmente Ja deteccion de la resistencia esta basada en pruebas de
susceptibilidad a insecticidas que son experimenios de dosis-mortalidad (biocensayo).
Existe una gran diversidad de tipos de bioensayo dependiendo del organismo al que va
dirigido, el plaguicida a evaluar y el objetivo que se persigue.

Con éstos métodos se pueden detectar diferencias en susceptibilidad mediante la
relacion R/S (colonia resistente sobre colonia susceptible) de los valores de DLso.
llamada proporcion de resistencia (PR), €sta permite comparar dos poblaciones de
organismos con base en una dosis de un plaguicida (es decir, se encuentra a nivel de
DLso, DL 4o u otra de interés) para saber cuantas veces es necesario aumentar la dosis
para atcanzar la mortalidad deseada (50 0 90%) con respeclo a la linea base. Permiten asi
mismo, detectar la homogeneidad genética de la poblacion en su respuesta al toxico, la
cual se observa en los valores de la pendiente de la recta de regresion obtenida mediante
el procedimiento de Probit, que nos sefiala que entre mayor es la pendiente la colonia es
genéticamente mas homogénea, es decir poseen los mismos genes de resistencia y estan
aproximadamente en iguales proporciones entre los individuos.

Los mecanismos que participan en el fendmeno de resistencia a plaguicidas en
una poblacion también pueden ser identificados indirectamente mediante estos ensayos
debido a la utilizacion de sinergistas, ya que estos se unen a las enzimas que ocasionan

resistencia permitiendo actuar libremente a los toxicos, lo cual se vera reflejado en los
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valores de susceptibilidad en insectos resistentes, casi tan bajo como los de la linea de
base. A continuacion se enlistan los mas importantes dentro de este rubro (Brogdon
1989):

5.3.1.5. Dosis diagndstico (concentracién) para monitorear resistencia vectorial

La dosis diagndstico (DD) es la forma mds importante de monitoreo de resistencia
en una poblacidn a través del tiempo. Esta determinada por la exposicion de insectos
susceptibles a una serie de concentraciones del insecticida a probar. La dosis letal para
matar el 99.9% de la poblacion testada (DLgo) deber ser determinada, la DD debe ser dos
veces la DLgs. Por comparacion, para definitivamente definir la resistencia deben
determinarse la DLspy la DLy de la poblacidn testada y de una poblacion susceptible.

Idealmente, la DD debe ser determinada antes de la exposicion de la plaga blanco
a insecticidas. Luego, a través de monitoreo regular, el desarrollo de la resistencia puede
ser facilmente detectable como un mayor porcentaje de la poblacion del insecto plaga que
sobrevive a la DD del insecticida. Sin embargo, probar una poblacidn de insectos plaga
antes que sea expuesta a insecticidas raramente es hecho, por lo tanto, la DD de ciertos
insecticidas debe ser determinada mediante ef uso de una cepa de laboratorio susceptible.

Poblaciones sometidas son directamente comparadas con una poblacién
susceptible. En la mayoria de las poblaciones estan presentes individuos tanto resistentes
como susceptibles.

Para que éstas DD puedan considerarse para la determinacion lo mas pronto
posible de resistencia en el campo deben ser definidas para cada situacién local con el
establecimiento de los valores de la linea base para las poblaciones locales susceptibles,
de lo contrario se estaria cometiendo el error de sobreestimar o subestimar la resistencia

en la poblacion (Brogdon 1989).

5.3.1.5.1, Técnica de la WHO (1981)
La WHO ha coordinado el uso de sistemnas de deteccion por 30 afios, colectando
resultados y proporcionande periddicamente de manera pulblica sus observaciones a

través de comités expertos. La técnica de la WHO para mosquitos adultos, consiste ¢n
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exponerlos a papeletas impregnadas de una dosis conocida del plaguicida a probar en
tubos de plastico.

El material biologico es colectado de sitios conocidos como por ejemplo en el
caso de este mosquito en floreros de cementerios, tambos, piletas, etc. Se transporta a un
insectario donde se establecera una colonia para efectuar pruebas de dosis y resistencia.
Los larvas son mantenidas en charolas de plastico, alimentadas con polvo de alimento
para peces, cuando ya se encuentran en estado de pupa son trasladados a jaulas metalicas
donde se mantienen hasta el momento de la prueba, son alimentados con agua y az(car, si
se quiere obtener huevos a las hembras s¢ les proporcionara ademas sangre de raton.

El procedimiento consiste en tomar de las jaulas 25 mosquitos adultos hembras de
un dia de edad, comprobar que son hembras todos los organismos, se utilizan dos tubos
llamados de observacion y de exposicion. En el tubo de observacion se colocan los
mosquitos observandolos durante una hora para comprobar que no estan dafiados por
manejo u otra circunstancia, se abre la compuerta que los separa y se¢ deja pasar a los
mosquitos al tubo de e¢xposicidn que tiene la papeleta impregnada con el plaguicida a
probar, durante una hora se expondran los organismos. Al término de ese tiempo, se
registra la mortalidad y son devueltos al tubo de observacion. Se registrara nuevamente la
mortalidad a las 24 horas. En caso de mortalidad en el control, ésta se ajusta mediante la
formula de Abbot. Los mismos pasos se realizan en las poblaciones controles. Los
bioensayos en larvas son semejantes, se utilizan larvas de 3er. estadio tardio o 4o.
temprano. Se registra mortalidad a las 24 horas. En caso de mortalidad en el control, ésta
se ajusta mediante la formula de Abbot.

La montalidad de los mosquitos puede ser llevada acabo en papel logaritmico de
probabilidad para la construccion de la linea de regresién de la dosis-mortalidad y/o para
el tiempo-mortalidad cuando diferentes lotes de mosquitos son eXpuesios a alguna
concentracion de insecticida, pero para diferentes periodos de tiempo o cortos intervalos
dependiendo de la concentracion estandar del insecticida utilizado.

Si la mortalidad en el grupo de controles mas del 5% pero menos del 20% se
realiza como ya se menciond una correccion de la mortalidad aplicando la férmula de

Abbot (figura 14).
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% Mortalidad en prueba - % Mortalidad en control

% Mortalidad corregida = o
° . 100 - % Mortalidad en control

x 100

Figura 14. Férmula de Abbot.

Cuando fa mortalidad en los controles es arriba del 20% las pruebas son
descartadas. Calcular un promedio de la mortalidad obienida para las concentraciones por
triplicado. Al construir la linea de regresion, si ésta muestra una orientacién hacia la
derecha pero permanece paralela a la linea base, esto nos indica un incremento en la
tolerancia solamente. Si la linea de regresion tiene tendencia a formar una meseta
en la parte superior, esto indica resistencia (WHO 1981a, 1981b, 1981c, 1981d, 1986).

5.3.1.5.2. Bioensayo CDC (1998)

Se desarrollaron dos métodos de bioensayos, uno para trabajar con mosquitos
adultos mientras que el otro es para larvas. El propdsito de ambos bioensayos es detectar
resistencia a insecticidas en insectos individuales por cambios medibles en el tiempo que
requiere un insecticida en encontrar el blanco y ejercer su efecto toxico, pero en presencia
de mecanismos de resistencia el intervalo de tiempo se incrementa.

Es importante obtener estos datos de manera recienie, ya que la WHO posee
informacion no actualizada de décadas atras, esto hace que el principal problema para
utilizar esta técnica es el hecho de que no se han establecido tiempos de exposicion y
dosis para poblaciones locales de vectores asi que los datos obtenidos mediante ésta
técnica pueden complicarnos la seleccion de una real dosis discriminante para un
plaguicida en particular mientras que la técnica del CDC nos permite establecer los
niveles de resistencia para poblaciones colectadas en campo o bien proveniente de
laboratorio actuales. En la tabla 2, se hace una comparacion entre las técnicas

mencionadas.
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Tabla 2. Comparacién entre las técnicas de la WHO (1981) y det CDC (1998) para obtencion de la dosis
diagnaéstico.

CDC (1998} v WHO (1981)

v Segiin el modo de accion de % Tiene un tiempo establecido a
los insecticidas, el tiempo-mortalidad puede 1 hora y 24 horas, no teniendo en cuentg el
ser desde el primer minuto modo de accion del plaguicida que se estd

prebando.

¥ Las pruebas son baratas y se x  Las pruebas son caras,
pueden realizar en cualquier pais especialmente para los paises donde puede
incluyendo a los que se encuentran en vias estar presente la multiresistencia,
de desarrollo.

v En cuoalquier lugar del ¥ Los procedimientos para
mundo se pueden conseguir botellas y vasos obtener los kits de prueba son complicados.
de precipitado de las medidas necesarias, Las ordenes de compra en América tienen
sin nec¢sidad de trimites complicados. que pasar antes por oficinas de la OPS

presentes en el pais, a Washington, EUA;
Génova, Italia e ir de regreso por la misma
ruta.

v No se utiliza material que % Las papeletas después de toda
pueda caducar debido a los tramites para este viaje, no es inusual que ya esién caducas.
conseguirlo,

v Se puede probar cualquier %  Las papeletas no son viables
insecticida a cualquier concentracion. para afgunos compuestos.

v Los datos obtenidos son %  Son patrones globales que no
lacales y por lo tanto tienen peso dentro de tienen relevancia en los programas de control
los programas de control del pais. locales.

5.3.1.2. Técnicas bioquimicas para deteccion de resistencia

Los ensayos bioquimicos para mecanismos metabolicos son utilizados cuando se
desea establecer el rol de las enzimas de resistencia de una manera rapida. Mas de 30
ensayos pueden realizarse en un solo mosquito, esto es posible para probar algunos
mecanismos de resistencia con repeticion. Los ensayos de microplacas deben ser
colorimétricos porque el analisis visual es necesario en los sitios de campo. Los modos de
interpretar los dos tipos de mecanismas de resistencia (incremento en el metabolismo e
insensibilidad del sitio de accion) son diferentes. La resistencia debido al incremento al
metabolismo (detoxificacion) es detectado por un incremento en el color de respuesta en
un insecto resistente arriba del rango de valores para una poblacion susceptible. Los
microensayos de insensibilidad en el sitio de accion es la falta de un insecticida a2 una
concentracion particular para inhibir ¢l sitio de accion de la enzima. Los métodos se
pueden aplicar tanto a larvas como en adultos. Los niveles de enzimas pueden ser

alterados drasticamente cuando fos mosquitos son muertos bajo la presion de un producto
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toxico. En los ensayos bioquimicas se utilizan del mosquito la cabeza y el térax, el
abdomen servira para las pruebas genéticas. El material se conserva a una temperatura de

-70°C (Hemingway 1983; Hemingway et al. 1986; Hemingway et al. 1997).

5.3.1.2.1. Ensayo para acetilcolinesterasa alterada

Los organofosforados y carbamatos tienen como blanco a la acetilcolinesterasa
(AChE). Esta hidroliza el neurotransmisor acetilcolina en fa membrana post-sinaptica.
Alteraciones en AChE en insectos resistentes a estos toxicos resultan en una sensibilidad
decreciente para inhibir las enzimas de estos insectos. Solamente AChEI parece estar
mvolucrada en la resistencia. El ensayo para acetilcolinesterasa alterada, esta basado en la
diferencia en la sensibilidad de la enzima al plaguicida resistente en comparacion con el
espécimen susceptible. El insecticida carbamaio es generalmente utilizado como
inhibidor, sin embargo, puede ser reemplazado por un analogo de un organofosforado
bajo condiciones de Jaboratorio. En algunos ensayos, la enzima es preincubada con el
insecticida antes de la adicion del sustrato; en otros es incubado con el insecticida y el
sustrato junto. La actividad de la enzima con el sustrato solo es determinada en los dos
tipos de ensayo. Debe tenerse cuidado en la interpretacion de los resultados si solamente
un inhibidor es usado, como insensibilidad a carbamatos no es automaticamente implica
insensibilidad a compuestos organofosforados y viceversa, al menos esto es general en el
caso de mosquitos. Una variante de estos ensayos es usado en un laboratorio para la
deteccion tentativa de la resistencia a compuestos organofosforados y carbamatos
respectivamente de el mecanismo que involucra. El ensayo involucra pre-exposicion del
insecto al insecticida por un periodo fijo seguido de un analisis en microplaca buscando

remanentes de la actividad de ia acetilcolinesterasa (Brogdon and Barber, 1996).

5.3.1.2,2. Ensayo para actividad elevada de esterasas

Todas [as esterasas actuan rapidamente atando y lentamente “envolviendo™ al
insecticida: secuestran a la molécula para luego rapidamente metabolizarlo. Un
incremento en la actividad de las esterasas es un mecanismo comun de resistencia,
especialmente para los compuestos organofosforados. Este tipo de mecanismo puede ser

detectado por filtros de las microplacas usando los sustratos generales a y B acetato naftil,
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ya que su clasificacion esta basada en sus preferencias por a 6  acetato naftil, ademas de
su movilidad en los geles de policramina y su secuencia nucledtida. La superioridad de
las esterasas en “atar” a los insecticidas en las cepas de insectos resistentes sugiere que
esto ha sido positivo para que la presion de seleccion que ejercen los insecticidas
mantenga elevado el nimero de alelos de las esterasas. Cuando se detecta actividad
elevada de esteradas en algunos insectos resistentes como en el mosquito Culex
quinquefasciatus, se le atribuye a la amplificacion de genes, sin embargo los niveles altos
de las esterasas no siempre son ¢l resultado de amplificaciones, la expresion de al en Cx.
pipiens se debe a un elemento regulador aun no identificado. Teniendo un nivel alto de
esterasas también se puede proveer proteccion a otras enzimas importantes y el insecto se
podrd defender con mayor efectividad contra otros insecticidas (Brogdon and Dickinson
1983; Bisset 1990).

5.3.1.2.3. Ensayos para actividad elevada de glutation s-transferasa

Algunos tipos de resistencia a DDT y compuestos organofosforados estan basados
en glutation s-transferasa. Las GSTs son enzimas multifuncionales que juegan un ro!l en
la detoxificacién de un gran rango de xenobioticos. Dos familias de insectos GST son
reconocidos, y ambos parecen tener un rol en la resistencia de los insectos. En de. aegypti
por lo menos dos GSTs estan elevadas en insectos resistentes al DDT, mientras que en
An. gambie un gran numero de diferentes GSTs estan elevadas, algunos son de clase 1
GSTs. La GST2 de 4e. aegypri esta sobre-expresado en todos sus tejidos excepto en los
ovarios de los insectos resistentes. Donde este mecanismo se presenta, esta asociados con
un incremento en la actividad del sustrato general: clorodinitrobenzeno (CDNB). Un
ensayo con microplacas puede ser usado para detectar este mecanismo mediante la
determinacion de la cantidad de conjugacion entre el glutation reducido y el CDNB. La
absorbancia que resulta este ensayo esta en el rango de color ultravioleta, hay que leerlo
con filiros de 340 nm. En algunos insectos resistentes la sobre-expresion def gen GST es
responsable de la produccion de grandes cantidades de €sta enzima (Brogdon and Barber,
1996).
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5.3.1.2.4. Ensayos para citocromo P450 monooxigenasas (P450s)

Las monooxigenasas son una familia de enzimas que se encuentran en muchos
organismos incluyendo los insectos. Estas enzimas estan involucradas en el metabolismo
de xenobibticos y tienen un rol en los metabolismos enddgenos. Las P450 ligan
moléculas de oxigeno y reciben electrones de NAPH para introducir moléculas de
oxigeno en el sustrato. La nomenclatura de la superfamilia P450 esta basada en las
secuencias del acido amino homdlogos, con todas las familias tienen el prefijo CYP
seguido del nimero de familia, una letra para la subfamilia, y un nimero para el gen
individual, Para los insectos P450s tienen asignados 6 familias, cinco son especificos para
insectos, CYP4, tiene secuencia homologas con familias con otros organismos (Brogdon,
1989).

5.3.1.2.5. Comparacion entre bioensayos y ensayos con microplacas

Los ensayos bioquimicos deseritos arriba difieren ambos en Ja cantidad y calidad.
El requerimiento minimo es la habilidad para determinar si un mecanismo de resistencia
estd presente o no. Sin embargo hay que considerar que los costos entre los bioensayos y
los ensayos con microplacas son diferentes pues hay que usar en ¢l segundo quimicos y
aparatos costosos aun los bioensayos con papeletas son aun costosos pues hay que pedir
este material a la WHO que ademis de caro para algunos personas, son muy dificiles
cumplir con todos los tramites, ademds que en ocasiones ya las papeletas llegan caducas,
aun la técnica de la botella tiene sus dificultades, si se lavan bien o no para que no tengan
residuos de otros componentes, etc. Las pruebas bioquimicas son maés capaces de detectar
el nivel total de resistencia presente en una poblacién tomando como base sélo una
prueba (Brogdon and McAllister, 1998).
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6. METODOS

6.1. Area de estudio.
6.1.1. Estado de Baja California Norte
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Figura 15, Mapa del estado de Baja California Norte que muestra las localidades de Tecate y Tijuana en
donde fueron colectadas las poblaciones de de. aegypti.

El estado de Baja California Norte representa el 3.6% de la superficie del pais.
Estd dividido en 5 municipios: Ensenada, Mexicali, Tecate, Tijuana y Playas del
Rosarito. Se colectaron larvas del municipio de Tecate ubicado en las coordenadas 32°
34’ latitud norte, 116° 38’ longitud oeste con una altitud de 540 msnm y en Tijuana con
las coordenadas 32° 32° latitud norte, 117° 02’ longitud oeste con una altitud de 20

msnm.
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6.1.2. Estado de Baja Califorpnia Sur
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Figura 16. Mapa del estado de Baja California Sur que muestra las localidades de Comonda {(Ciudad
Constitucidén) y Loreto en donde se colectaron las poblaciones de Ae. aegypti.

El estado de Baja California Sur colinda al norte con Baja California, al este con
el Golfo de California, al sur y al oeste con el Océano Pacifico. Se colectaron larvas en
Ciudad Constitucion que es el principal nicleo poblacional de Comundu, en las
coordenadas 25° 01” Jatitud norte, 111° 40’ longitud oeste con una altitud de 50 msnm y
en el municipio de Loreto ubicado en las coordenadas 26° 01 latitud norte, 111° 21’

longitud oeste con una altitud de 20 msnm.
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6.1.3. Estado de Coahuila
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Figura 17. Mapa del estado de Coahuila que muestra la localidad Torreon en donde se colectaron las
poblaciones de Ae. aegypti.

Coahuila de Zaragoza esta ubicado en las coordenadas geograficas extremas al
norte 29° 53, al sur 24° 32’ de latitud norte, al este 99° 51°, al oeste 103°°58” de longitud
oeste. El municipio elegido para la colecta de larvas fue Torreén ubicado en las

coordenadas: 25° 33’ longitud norte y 103" 22’ longitud oeste.
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6.1.5. Estado de Tamaulipas
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Figura 19. Mapa del estado de Tamaulipas que muestra las localidades de Reynosa, Matamoros y Nuevo
Laredo en donde se colectaron las poblaciones de de. aegypti.

El estado de Tamaulipas estd divido en 43 municipios. Colinda al norte con el
estado de Nuevo Leon y Estados Unidos de América, al este con el Golfo de México y
Estados Unidos de América, al sur con el Golfo de México, Veracruz y San Luis Potosi,
al oeste con Nuevo Ledn y San Luis Potosi. Se colectaron larvas en los municipios de
Reynosa ubicado en las coordenadas: 26° 03° 37.9”" latitud norte y 98° 14’ longitud
oeste. Matamoros con coordenadas y Nuevo Laredo ubicado en las coordenadas: 25° 42

latitud norte y 97° 27 latitud oeste; 27° 30” latitud norte y 99° 30” longitud oeste.
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6.2. Metodologia
6.2.1. Obtencion y manejo de material biolégico

Las larvas se colectaron en criaderos donde se conoce que el vector se reproduce
como son tambos de 200 litros que encontramos en las zonas donde no existe
infraestructura de drenaje, floreros de los panteones, llantas usadas en vulcanizadoras o
en cualquier lugar donde se encuentren cacharros en general (figura 18).

El material fue transportado en bolsas WHIRL-PACK® y resguardado en termos
hasta el laboratorio de Entomologia Médica de 1a Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

donde se establecieron las colonias.

Figura 20. Floreros de cementerios y llantas de una vulcanizadora.

6.2.2. Mantenimiento y cria de mosquitos adultes

Las larvas colectadas se colocaron en charolas plasticas blancas de 35 x 25 cm,
fueron alimentadas con AquaCrece® finamente molido (alimento para peces). Las pupas
fueron transferidas a vasos de 250 ml de capacidad y colocadas en las jaulas de cria de 30
X 30 cm.

Los mosquitos adultos se alimentaron con una soluciéon de agua y azucar
impregnada en algodones. A las hembras ademas se les ofrecié sangre-de ratén para la
produccién de huevos, para la recoleccion de €stos se colocaron vasos con agua dentro de
las cuales se colocé papel filtro como sustrato de oviposicion.

Se mantuvo una colonia representativa de cada una de las localidades
muestreadas. Las condiciones controladas de temperatura fueron de 24°+2 y 70% de

humedad relativa.
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6.2.3. Determinacién de dosis diagnéstico (DD) en larvas y adultos.

Para la determinacion de dosis diagndstico (DD) impregnaron botellas Wheaton®
de boca angosta (3 cm de didmetro) con capacidad de 250 ml. Se utilizaron los
insecticidas DDT, malation, propoxur, los piretroides: bifentrina, cipermetrina,
deltametrina, lamdacihalotrina y permetrina en estudio grado técnico disuelto en acetona.
Para la impregnacion se colocé con una pipeta I mf de acetona mas la concentracion
correspondiente del insecticida a probar. Se roto la botella para mojar toda la superficie e
impregnar interiormente base, paredes y tapa. Para la impregnacion, se colocod la
solucion en el frasco, se gird para mojar uniformemente fa base, se invirtié la botella para
mojar la tapa, se coloco de costado y se roté ligeramente para cubrir las paredes durante
1-2 minutos. Se aseguré que las botellas estuvieran bien secas antes de impregnar, Se
dejé evaporar el solvente durante 24 horas a temperatura ambiente con la botella
destapada. Para los controles se impregné la botella con 1 ml de acetona y se procedi6 de
la misma forma para la impregnacion con fas soluciones de insecticida.

Se introdujeron de 15 a 25 mosquitos adultos hembras de 1-3 dias de edad,
alimentadas y sin ingesta de sangre pertenccientes de la generacion F2, que previamente
se habian colectado con un aspirador bucal y se transfirieron a los frascos mediante un
suave soplo de aire, se tapd ¢l frasco y se examinaron para asegurarse que todos los
mosquitos transferidos estuvieran en perfecto estado de supervivencia. Se comenz6 el
conteo con un crondémetro y se registraron los mosquitos volteados o muertos hasta
completar el 100% de individuos. Como en todos los bioensayos los datos obtenidos se
compararon con los que se obtuvieron de la cepa susceptible New Orleans.

Para la abtencién de la DD para el larvicida temefos (grado técnico) se utilizaron
larvas de tercer estadio tardio o cuarto temprano de la generacién F2, aproximadamente
cuatro dias después de la eclosion. Se utilizaron recipientes con capacidad de 150 ml,
donde con una pipeta se introdujo por debajo de fa superficie del agua, I m! de etanol en
los recipientes de control y 1 ml de solucién alcohdlica de temefos segin las
concentraciones a probar, se agité el contenido durante 30 segundos. Después de un
periodo de reposo de 15 a 30 minutos de preparadas las soluciones se transfirieron las
larvas. Fueron expuestas durante un periodo de 24 horas. Se realizaron 4 repeticiones por

cada concentracion.
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En estos bioensayos tiempo-mortalidad fueron evaluadas segun la metodologia
propuesta por la OMS (1981) madificada por Brogdon y McAllister (1998). Las curvas
de dosis-respuesta fueron construidas para las concentraciones probadas y fas DD fue
determinadas como aquellas que cuya concentracion produce el 100% de mortalidad en el

menor tiempo.

6.2.4. Bioensayos

Debido a que ¢l insecticida piretroide permetrina es el utilizado para e) control de
las poblaciones adultas de Ae. aegypti en todo el territorio nacional segin la Norma
Mexicana NOM-032-SSA2-2002, los bicensayos se llevaron a cabo utilizando sélo las
poblaciones que fueron sometidas a [as DD obtenidas para este insecticida.

Las botellas fueron impregnadas con las DD obtenidas, para luego introducir 30
mosquitos por botella, hasta que se produjo el 50% de mortalidad. Se aspiraron los 15
mosquitos muertos y los 15 sobrevivientes, guardiandolos por separado a -70°C en un
ultracongelador Revco®. El procedimiento se repitié hasta completar 500 mosquitos
muertos y 500 sobrevivientes.

Cada mosquito fue disectado en dos secciones: 1. cabeza-torax, que fue utilizado

para las pruebas bioquimicas y 2. abdomen que utilizamos para las pruebas genéticas.

6.2.5. Anadlisis bioquimico

El procedimiento de las técnicas utilizadas en este estudio bioquimico es el
utilizado por el CDC de Atlanta, GA, USA. Fueron homogenizadas la cabeza-térax de
cada mosquito hembra en forma individual en 100 pl de buffer fosfato de sodio (KPOy)
0.01 M pH 7.2, posteriormente se diluyd a 2 ml con 900 pl de buffer de manera adicional
y se siguieron [as indicaciones para realizar cada uno de los ensayos de las 6 enzimas
analizadas: o y B-esterasas, oxidasas, GSTs, acetilcolinesterasa y acetilcolinesterasa
insensible de los 1 000 individuos. Las pruebas fueron hechas por triplicado en

microplacas.
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6.2.5.1. Enzayos enzimaticos de a y B-esterasas

Mediante esta técnica se obtuvo los niveles de las enzimas alfa y beta esterasas
presentes. Se colocd 100 ul de homogenato de cada mosquito por triplicado en los pozos
de las microplacas, se adicion6 100 pi de a-naftil o B-naftil acetata (disolver 56 mg de o-
naftil acetato o B-naftil acetato en 20 ml de acetona y adicionar 80 ml de buffer fosfato de
potasio). Se dejé incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, se afadio 100 ul de
O-dianidisina (100 mg de 0-dianisidina mas 100 ml de agua destilada), dejando incubar
durante 4 minutos y se realiz6 una lectura en un lector de microplacas marca Benchmark
(Biorad®) usando el filtro de 540 nanometros (nm). Se utilizé un control positivo que
consistié en 100 pl de a-naftil o B-naftil (17.5 pl de solucién stock de a-naftil o B-naftil
mds 1.2 ml de buffer fosfato de potasio) segiin el caso; el control negativo fue 100 nl de

buffer fosfato de potasio.

6.2.5.2. Enzayos enzimaticos de oxidasas

La prueba nos proporciono los niveles de oxidasas presentes. En cada pozo que
ya contenia 100 pl de homogenato de cada mosquito se aiadio 200 ul de TMBZ (disolver
50 mg 3,37, 5,5” de tetrametil de benzina dihidrocloridio (TMBZ [2HCL] 0 TMBZ) en 25
ml de metanol, adicionar 75 ml de buffer de acetato 0.25 M pH 5); posteriormente se
afiadié 25 pl de peroxido de hidrogeno (H;0;). Se dejé incubar por 10 minutos, para
luego realizar la lectura usando un filtro de 630 nm. El control positivo consistié en 100
ul de citocromo C (11 pl de solucidn stock citrocromo C més 1.2 ml de buffer fosfato de

potasio) y el control negativo fue 100 pl de buffer fosfato de potasio.

6.2.5.3. Enzayos enzimaticos de glutation s-transferasa

Esta prueba realizé la medicion del nivel de glutation s-transferasa presente. En
cada pozo se coloco 100 pl de homogenato de cada mosquito por tripiicado, se afadio
100 u! de glutatioén reducido (mezclar 61 mg de glutatién reducido en 100 ml de acetona
anadir 90 ml de buffer fosfato de potasio), posteriormente se adiciono 100 pul de cDNB
(disolver 20 mg de 1-cloro-2,4” dinitrobenzeno €n 10 ml de acetona, afiadir 90 ml de
buffer fosfato de potasio), para leer inmediatamente (Ty) usando filtro de 340 nm, se

realizé otra lectura a los 10 minutos (Tj¢) usando ¢l mismo filtro.
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6.2.5.4. Enzayos enzimaticos de acetilcolinesterasa

Esta prueba se utilizd para realizar la medicion de la cantidad de
acetilcolinesterasa presente. Como en cada prueba se colocé 100 pl de homogenato de
cada mosquito por triplicado en las placas, se afiadio 100 ul de ATCH (disolver 75 mg de
acetiltiocolina iodido [ATCH] en 10 ml de acetona, afiadir 90 ml de buffer fosfato de
potasio) a cada pozo; posterior a esto se afiadié 100 pl de DTNB (13 mg de ditio-bis-2-
acido nitrobenzoico [DTNB] en 100 ml de buffer fosfato de potasio), la lectura se realizéd
inmediatamente (Top) usando un filtro de 415 nm, se hizo otra lectura a los 20 minutos
usando el mismo filtro. Los controles negativos fueron 100 pl de buffer fosfato de potasio

por triplicado.

6.2.5.5. Enzayos enzimaticos de acetilcolinesterasa insensible

Para determinar si acetilcolinesterasa insensible se encuentra presente verificamos
si el color que adquiere el homogenato en la placa es amarillo bajo lo cual nos sugiere
que el sitio blanco no se encuentra alterado (homocigoto dominante), por el contrario si
es de color amarillo muy oscuro el sitio blanco estaba alterado (homocigoto recesivo), un
color amarillo intermedio nos sugiere que estdn presentes heterocigotos individuales.
Como en pruebas anteriores, se coloca 100 pl de homogenato de cada mosquito por
triplicado; se afiadio 100 ul de ATCH (disolver 75 mg de acetiltiocolina iodin [ATCH],
21 mg de propoxur en 10 ml de acetona, afiadir 90 ml de buffer fosfato de potasio) a cada
pozo; se afiadié ademas 100 pl de DTNB ((13 mg de ditio-bis-2-4cido nitrobenzoico
(DTNB] en 100 ml de buffer fosfato de potasio) a cada pozo; para leer inmediatamente
(To) usando un filtro de 415 nm, se realizé otra lectura a los 20 minutos usando el mismo

filtro. El control negativo fue 100 pl de buffer fosfato de potasio por triplicado.

6.2.6. Analisis de resultados

Las dosis diagnostico (DD) para los insecticidas testados fueron determinadas por
la técnica establecida por el CDC de Atlanta, basada en el método recomendado por la
OMS, modificada por Brogdon (1984). Para la determinacion de DD en mosquitos
adultos se utilizaron 100 hembras adultas, sin alimentar, de dos dias de edad por cada

poblacion, incluyendo la cepa de referencia. Se realizaron 3 repeticiones con diferentes
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concentraciones (mayores 0 menores) o pequefios incrementos entre estas, de cada una de
los insecticidas, tomando como base las dosis recomendadas por el CDC. El intervalo de
tiempo para la toma de datos de mortalidad se establecié¢ segiin el tipo de insecticida
probado. En el caso de organoclorados y piretroides los datos fueron tomados cada 5
minutos hasta completar una hora; en cuanto a los insecticidas organofosforados y
carbamatos fue cada 10 minutos hasta completar una hora, realizdndose otra lectura a las
24 horas. En el caso de la determinacion de la DD para el larvicida organofosforado
temefos, se utilizaron 100 larvas de cuarto estadio temprano, de igual manera se
realizaron repeticiones como se sefialé anteriormente con los individuos adultos. Con los
datos obtenidos se construy6 una linea de regresion tiempo-mortalidad para cada
poblacién, incluyendo la cepa susceptible y para cada insecticida. Con la poblacion de
referencia se establecié un umbral de resistencia para cada insecticida y para cada
pablacion.

Debido a que el insecticida piretroide permetrina es el utilizado para el control de
las poblaciones adultas de Ae. aegypti en todo el territorio nacional segin la Norma
Mexicana NOM-032-SSA2-2002, los bioensayos enzimaticos se llevaron a cabo
utilizando sélo las poblaciones que fueron sometidas a las DD obtenidas para este
insecticida. Una vez que la DD fue determinada, como se indica en el método del CDC,
un total de 1 000 mosquitos hembras adultas, sin alimentar, con dos dias de edad, por
poblacién, fueron sometidas a la presién del insecticida, después de la exposicion, fueron
separados en dos grupos: sobrevivientes y muertos, La cabeza y térax de cada mosquito
fueron utilizados de manera individual para las pruebas bioquimicas. El mismo
procedimiento fue establecido para la cepa susceptible de New Orleans. Seis diferentes
enzimas estan involucradas con los mecanismos de resistencia, que fueron examinados:
a- y [-esterasas, multifuncién oxidasas (MFO), glutation s-transferasas (GST),
acetilcolinesterasa (AChE) y acetilcolinesterasa insensible (IAChE). Con los datos de
absorbancia obtenidos para cada enzima, para cada poblacion, se cred una base de datos
en el programa software Microsoft Excel, paso seguido se obtuvo el valor promedio de la
absorbancia por mosquito (tres repeticiones para cada enzima por mosquito, por
poblacion). Se establecié el umbral de resistencia sobre la base del maximo valor de

absorbancia obtenido para cada enzima en la poblacion de la cepa susceptible (New
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Orleans), con base en los umbrales de resistencia se determind la proporcion de
resistencia de cada mecanismo enzimético de todas las poblaciones después de la
exposicion a la DD del insecticida permetrina. Estos datos fueron evaluados mediante un
analisis de varianza (ANOVA), y la prueba de Tukey fue utilizada para el nivel de
significancia de p < 0.05 en la comparacién de los resultados entre las poblaciones que

sobrevivieron a la presion de la DD de permetrina.
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RESULTADOS

7.1. Dosis diagnéstico para los estados de Baja California Norte y Sur, Coahuila,
Sonora y Tamaulipas.

Las dosis diagnostico (DD) para el insecticida permetrina fueron determinadas por
la técnica de botella del CDC de Atlanta, basada en el método recomendado por la OMS,
modificada por Brogdon (1984).

La tabla 3 muestra los valores de DD (ug/ml) del insecticida permetrina (grado
técnico, 98%, Chem. Service, West Chester, PA) para las poblaciones de Ae. aegypti
perienecientes a los estados de Baja California Norte, Baja California Sur, Coahuila,

Sonora y Tamaulipas obtenidos de la relacion tiempo-mortalidad.

Tabla 3. Dosis diagnéstico del insecticida permetrina para las poblaciones de de. aegypti de los estados de
Baja California Norte, California Sur, Coahuila, Sonora y Tamaulipas,

Poblacion DD (pg de i.a.)
Baja California Norte 172
Baja California Sur 172
Coahuila 86
Sonora 86
Tamaulipas 110

i.a.; ingrediente activo
Para las poblaciones pertenecientes a Tamaulipas, fueron también determinados

los valores de DD para los insecticidas: malation, bifentrina y cipermetrina; los resultados

obtenidos a partir de la relacion tiempo-mortalidad se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Dosis diagnoéstico de tres diferentes insecticidas para las poblaciones de Ae. aegypti del estado de
Tamaulipas.

Insecticida DD (pg de i.a.)
Malatién 40
Bifentrina 5

Cipermetrina 3

i.a.: ingrediente activo

En la tabla 5, se reportan los valores de las DD obtenidas de los insecticidas:
DDT, malation, propoxur, temefos, bifentrina, lamdacihalotrina y cipermetrina para las

poblaciones de los estados de Baja California Norte y Baja California Sur.

Tabla 5. Dosis diagnéstico de los insecticidas DDT, malation. propoxur, temefos, bifentrina, cipermetrina
y lambdacihalotrina, para poblaciones de Ae. aegypii de los estados de Baja California Norte y Sur.

Insecticida DD (pg de i.a.)

DDT 1 000
Malatién 250
Propoxur 10

Temefos 1 700
Bifentrina 60
Cipermetrina 60
Lambdacihalotrina 60

i.a.; ingrediente activo

7.2. Actividad enzimatica y umbral de tolerancia.

Una vez que la DD fue determinada, como s¢ indica en el método, un total de
1000 mosquitos hembras adultas, sin alimentar, con dos dias de edad, por poblacion,
fueron sometidas a los presion de los insecticidas, después de la exposicion, fueron
separados en dos grupos: sobrevivientes y muertos. La cabeza y torax de cada mosquito
fueron utilizados de manera individual para las pruebas bioquimicas. El mismo
procedimiento fue establecido para la cepa susceptible de New Orleans, la cual fue

utilizada como referencia para establecer el umbral de resistencia.
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Seis diferentes enzimas estan involucradas con los mecanismos de resistencia que
fueron examinados: «- y [-esterasas, multifuncion oxidasas (MFQ), glutation s-
transferasas (GST), acetilcolinesterasa (AChE) y acetilcolinesterasa insensible (iAChE).

El umbral de susceptibilidad (el maximo valor obtenido para la cepa susceptible
(New Orleans) fue determinado para cada enzima y para cada grupo (sobrevivientes y
muertos) después de la exposicion a Ja DD de permetrina para las poblaciones de Baja

California Norte y Sur se muestran en las tablas 6 y 7.

Tabla 6, Porcentaje de hembras de Ae. aegypni seleccionadas con la DD de permetrina de Baja California
Norte que sobrepasaron el umbral de resistencia establecido por la cepa susceptible New Orleans.

Tijuana Tecate
Pruebas Sobrevivientes Muertos Sobrevivientes Muertos
o esterasas 98.9 0 100.00 0
3 esterasas 0 21.10 98.90 98.90
Oxidasas 0 222 0 222
GST 57.80 0 0 50.00
AChE 0 555 0 70.00
iAChE 5.55 1.10 5.85 56.70

Tabla 7. Porcentaje de hembras de Ae. aegyp#i seleccionadas con la DD de permetrina de Baja California
Sur que sobrepasaron el umbral de resistencia establecido por la cepa susceptible New Orleans.

Ciudad Constitucion Loreto
Pruebas Sobrevivientes Muertos Sobrevivientes Muertos
o esterasas 99.20 70.60 86.80 47.00
B esterasas 20.80 944 0 89.8
Oxidasas 65.40 44.4 47.00 14.20
GST $1.00 0 13.40 0o
AChE 8.00 4.60 2.20 12.00
iIAChE 25.8 11.60 42.40 6.40

El umbral de susceptibilidad (el maximo valor obtenido para [a cepa susceptible

(New Orleans) fue determinado para cada enzima y para cada grupo (sobrevivientes y



muertos) después de la exposicion a la DD de permetrina para la poblacion de Coahuila

se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de hembras de Ae. aegypii seleccionadas con la DD de permetrina del estado de
Coahuila que sobrepasaron el umbral de resistencia establecido por la ¢epa susceptible New Orleans.

Torrebn

Pruebas Sobrevivientes Muertos
o esterasas 46.0 45.0
B esterasas 0.4 0.0
Oxidasas 18.6 19.0
GST 14.0 12.6
AChE 72 8.8
iAChE 100.0 0.0

El umbral de susceptibilidad (el maximo valor obtenido para la cepa susceptible
(New Orleans) fue determinado para cada enzima y para cada grupo (sobrevivientes y

muertos) después de la exposicion a la DD de permetrina para las poblaciones de Sonora

se muestran en la tabla 9.

Tabla 9, Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con la DD de permetrina del estado de Sonora
que sobrepasaron e} umbral de resisiencia establecido por la cepa susceptible New Orleans.

Hermosillo Sonoita

Pruebas Sobrevivientes  Muertos  Sobrevivientes = Muertos
o esterasas 94.2 37.5 833 70.8
B esterasas 0 0 17.5 15.8
Oxidasas 23.2 70 442 42
GST i8.3 20 15.8 13.3

AChE 0.8 6.7 4.1 0

iAChE 4.1 24 3.3 59.1
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El umbral de susceptibilidad (el maximo valor obtenido para la cepa susceptible
(New Orleans) fue determinado para cada enzima y para cada grupo (sobrevivientes y
muertos) después de la exposicion a la DD de permetrina para las poblaciones de

Tamaulipas se muestran ¢n la tabla 10.

Tabla 10. Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con la DD de permetrina del estado de
Tamaulipas que sobrepasaron el umbral de resisiencia establecido por la cepa susceptible New Orleans.

Pruebas Reynosa Matamoros Nuevo Laredo
Sobrevivientes Muertos Sobrevivientes Muertos Sobrevivieates Muertos
o esterasas 3.6 304 6.6 8.6 0 0
B esterasas 6 7.8 0 04 0 0.8
Oxidasas 6.8 1.2 8.2 0.8 34 0
GST 6.4 0.8 82 5.6 0.2 0.2
AChE 6.4 1.8 2.8 6.8 04 0.8
{AChE 15 0.2 22 0 21 1.2

7.3. Analisis y comparaciones de los resultados enzimaticos obtenidos entre las
poblaciones estndiadas.

Los datos obtenidos para cada prueba bioquimica fueron evaluados mediante un
analisis de varianza (ANOVA), y la prueba de Tukey fue utihzada para el nivel de
significancia de p £ 0.05 ¢n la comparacion de los resultados entre las poblaciones que

sobrevivieron a la presion de la DD de permetrina.

7.3.1. Comparacion de a esterasas entre los individuos que sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

En la tabla 11 se pueden observar que las poblaciones que presentaron las medias
mas altas fueron Ciudad Constitucidn, seguida por Tecate, Tijuana y Loreto, habiendo
una diferencia significativa entre cada una de las poblaciones, la cepa susceptible obtuve

una media de 0.388 nm que fue la menor, al comparar las graficas de la figura 23 se
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puede observar que todas las poblaciones superaron el umbral de tolerancia determinado

por la cepa de New Orleans.

7.3.2. Comparacion de o esterasas entre los individuos que no sobrevivieron de las
poblaciounes de los estados de Baja California Norte y Sur.

Las poblaciones de Tecate y Ciudad Constitucion son significativamente
diferentes entre si y diferentes a las poblaciones de Loreto y Tijuana que no tienen
diferencia significativa entre ¢llas, como se observa ¢n la tabla 11. La poblacién de
referencia obtuvo la mayor media y fue estadisticamente diferente a las demas
poblaciones; como se observa ¢n la figura 24 ninguna de Jas poblaciones sobrepaso el

umbral de tolerancia.

7.3.3. Comparacion de P esterasas entre los individuos que sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

Como s¢ observa en la tabla 11, las poblaciones con las medias menores {ueron
las de Loreto (0.6397) y Tijuana (0.638 nm) no habiendo diferencia significativa entre
ellas, New Orleans obtuvo una media de 0.9070 nm siendo estadisticamente diferente a
las demas poblaciones, Tecate obtuvo una media de 1.218 nm, siendo significativamente
diferente a las demas poblaciones, por ultimo la poblacion de Ciudad Constitucién

obtuvo la media mayor de 1.638, estos resuftados pueden observarse en la figura 23.

7.3.4. Comparacion de B esterasas entre Jos individuos que no sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

Los resultados se observan en la tabla 11, destacando que la poblacion que obtuvo
la media menor fue la cepa de referencia con un valor de 0.510 nm, seguida de Tijuana
con una media de 0.606 nm, sin embargo entre las poblaciones de Tecate y Ciudad
Constitucion no hubo diferencia significativa entre ellas (medias 0.744 nm y 0.780 nm
respectivamente), la poblacién de Loreto obtuvo una media de 0.840 que fue la mayor
obtenida y significativamente mayor que ¢l resto de las poblaciones. En la figura 24,
puede observarse que todas las poblaciones sobrepasaron el umbral establecido como se

confirma con los datos estadisticos obtenidos.
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7.3.5. Comparacion de oxidasas entre los individuos que sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja Califernia Norte y Sur.

La unica poblacion que obtuve un resultado mayor que el obtenido para la cepa
susceptible fue Loreto con una media de 0.155 nm, no existiendo una diferencia
significativa entre las poblaciones de Tijuana, Ciudad Constitucion y New Orleans, sin
embargo, con la poblacion de Tecate si existié una diferencia significativa pero estuvo
por debajo de las medias de las demas poblaciones como se puede observar en la tabla 1|

y en la figura 23.

7.3.6. Comparacion de oxidasas entre los individuos que no sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

Solo existio diferencia significativa entre dos grupos formados por Tecate,
Tijuana y New Orleans (medias 0.123 nm, 0.133 nm, y 0.125 nm respectivamente), no
habiendo diferencia significativa entre ellas pero si con e) grupo conformado por Loreto y
Ciudad Constitucidn (medias de 0.179 nm y 0.170 nm respectivamente), observandose

estos resultados en la figura 24,

7.3.7. Comparacion de glutation s-tranferasa entre los individuos que sobrevivieron
de las poblaciones de los estados de Baja Califoraia Norte y Sur.

En la tabla 11 se observan las medias que obtuvieron las poblaciones, siendo la
poblacién de Tecate la que obtuvo la menor: -0.010 nm, existiendo diferencia
significativa entre esta y las poblaciones de referencia y Tijuana, sin embargo, si entre las
poblaciones de Loreto y Ciudad Constitucion donde si encontramos diferencia
significativa, al comparar estos resultados con la figura 23, podemos observar que la
poblacion de Tecate no super6 el umbral establecido por la cepa de referencia, Tijuana
supero este umbral pero en una pequefia proporcién pero no demostrando una

significancia entre las medias.
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7.3.8. Comparacion de glutation s-tranferasa entre los individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

En relacion con este mecanismo enzimatico, podemos observar en la tabla 11, que
hubo diferencia significativa entre el grupo conformado por Loreto con una media de
0.016 y el grupo conformado por Tijuana y New Orleans (medias 0.032 nm y 0.037 nm
respectivamente), el fercer grupo estuvo conformado por las poblaciones de Ciudad
Constitucion y Tecate, con unas medias de 0.052 nm y 0.061 nm respectivamente. Estos
resultados pueden observarse en la figura 24, donde encontramos que a pesar de que
Loreto superd el umbral establecido por la cepa de referencia, no represento una

diferencia significativa en el analisis.

7.3.9. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos que sobrevivieron de
las poblacienes de los estados de Baja California Norte y Sur.

Los resultados se muestran en la tabla 11, donde se observa que todas las
poblaciones fueron encontradas por debajo de la media establecida por la cepa de
referencia, esta tendencia podemos encontrarfa en la figura 23, aunque la poblacion de

Loreto sobrepaso ¢l umbral no se denota una diferencia significativa,

7.3.10. Comparacién de acetilcolinesterasa entre los individuos que no sebrevivieron
de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

En 1a comparacién de medias que se observa en la tabla 11 se encuentra que la
poblacién de Tecate obtuvo la media de 0.254 nm encontrdndose diferencia significativa
entre este resultado y el grupo formado por las poblaciones de Ciudad Constitucion,
Tijuana y New Orleans ¢con medias de 0.147 nm, 0.159 nm y 0.158 nm respectivamente.
Asi mismo también se encontrd diferencia significativa ente estas poblaciones y Loreto

(media 0.021 nm), que fue la poblacion que obtuvo la menor media.

7.3.11. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.
En cuanto a los resultados para esta prueba, se observa en la tabla 11 que el nivel

mas alto de actividad enzimatica lo presento la poblacion de Loreto con una media de
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0.22 nm siendo significativamente diferente del grupo conformado por las poblaciones de
la cepa de referencia, Ciudad Constitucion y Tijuana con medias de 0.023 nm, 0.047 nm
y 0.050 nm respectivamente. La poblacion que obtuvo la menor media y fue
significativamente diferente del resto de las poblaciones fue Tecate con una media de
-0.038 nm.

7.3.12. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.

En la tabla 11 se observa una diferencia significativa entre los grupos
conformados por la poblaciéon de Tijuana con una media de 0.0039 nm y la cepa de
referencia con una media de 0.0052 nm; el grupo conformado por Loreto y Tecate con
medias de 0.023] nm y 0.0281 nm respectivamente y la poblacion de Ciudad

Constitucion {media 0.0399 nm), esto se corrobora cuando se observa la figura 24.

La poblacién de Coahuila se comparo con los resultados obtenidos por Loaiza
(2005) con la poblacion de Monterrey, Nuevo Leén, debido a que los individuos de

ambas poblaciones fueron tratadas con la misma dosis diagnéstico de 86 ug de i.a.

7.3.13. Comparacion de a esterasas entre los individuos de la poblacion del estado de
Coabhuila.

En relacion con los resultados obtenidos en este bioensayo, el analisis estadistico
de comparacion de medias segin Tukey, mostré diferencias significativas en todas las
poblaciones (iabla 12). Las medias de las poblaciones en orden descendente fueron:
Monterrey no sobrevivientes 0.734 nm, Torredn no sobrevivientes 0.704 nm, Torreén
sobrevivientes 0.666 nm, New Orleans no sobrevivientes 0.624 nm, Monterrey
sobrevivientes 0.603 nm y New Orleans sobrevivientes 0.592 nm. De acuerdo a sus
medias poblacionales, Monterrey y Torredn muestran una tendencia hacia una mayor
actividad enzimatica de a esterasas que la poblacién de New Orleans. Estos resultados

podemos apreciarlos claramente en las figuras 25 y 26.
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7.3.14. Comparacion de P esterasas entre los individuos de la poblacion del estado de
Coahuila.

El analisis estadistico de comparacion de medias segin Tukey. no mostrd
diferencias entre las poblaciones New Orleans sobrevivientes y New Orleans no
sobrevivientes, sin embargo, entre ¢l resto de las poblaciones si se observaron diferencias
significativas. Las medias de las poblaciones en orden descendente fueron; New Orleans
sobrevivientes 0993 nm, New Orleans no sobrevivientes 0.991 nm, Monterrey no
sobrevivientes 0.905 nm, Monterrey sobrevivientes 850 nm, Torreon sobrevivientes
0.765 nm y Torredn no sobrevivientes 0.715 nm (tabla 12). Observandose en las figuras

25y 26 estos resultados.

7.3.14. Comparacion de oxidasas entre los individuos de la poblacion del estado de
Coahuila,

En esta prueba, el analisis estadistico de comparacion de medias segin Tukey, no
mostro diferencias entre fas poblaciones de Monterrey sobrevivientes y Monterrey no
sobrevivientes, sin embargo, entre ¢l resto de las poblaciones si se observaron diferencias
significativas. Las medias de las poblaciones en orden descendente fueron; Monterrey no
sobrevivientes 0.214 am, Monterrey sobrevivientes 0.212 nm, New Orleans
sobrevivientes 0.123 nm, Torreén sobrevivientes 0.106 nm, New Orleans no

sobrevivientes 0.095, Torre6n no sobrevivientes 0.091 nm (tabla 12).

7.3.15. Comparacién de glutation s-transferasa entre los individuos de la poblacion
del estado de Coahuila.

El andlisis estadistico de comparacion de medias segin Tukey, no mostrd
diferencias entre las pobiaciones de New Orleans sobrevivientes y Monterrey
sobrevivientes, tampoca entre Torredn sobrevivientes y Torreéh no sobrevivientes, sin
embargo, entre el resto de las poblaciones si se observaron diferencias significativas. Las
medias de las poblaciones en orden descendente fueron; New Orledns no sobrevivientes
0.062 nm, New Orleans sobrevivientes 0.058, Monterrey sobrevivientes 0.057 nm,
Monterrey no sobrevivientes 0.048 nm, Torreén sobrevivientes 0.043 nm y Torredn no

sobrevivientes 0.043 nm (tabla 12).
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7.3.16. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de la poblacion del
estado de Coahuila.

El analisis estadistico de comparacion de medias segin Tukey, mostré diferencias
significativas en todas las poblaciones (tabla 12). Las medias de las poblaciones en orden
descendente fueron; New Orleans no sobrevivientes 0.213 nm, New Orleans
sobrevivientes 0.190 nm, Torredn no sobrevivientes 0.165 nm, Torreén sobrevivientes

0.156 nm, Monterrey sobrevivientes 0.136 nm y Monterrey no sobrevivientes 0.127 nm.

7.3.17. Comparacion de acetilcolinesterasa insemsible entre los individuos de la
poblacion del estado de Coahuila.

En relacion con acetilcolinesterasa insensible, el analisis estadistico de
comparacion de medias segin Tukey, no mostrd diferencias entre las poblaciones New
Orleans sabrevivientes y New Orleans no sobrevivientes, sin embargo, entre el resto de
las poblaciones si se observaron diferencias significativas, Las medias de las poblaciones
en orden descendente fueron; Torreon sobrevivientes 0.764 nm, Torreén no
sobrevivientes 0.011 nm, New Orleans sobrevivientes 0.003 nm, New Orleans no
sobrevivientes 0.001 nm, Monterrey no sobrevivientes -0.006 nm y Monterrey

sobrevivientes -0.010 nm (tabla 12).
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Figura 21. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que sobrevivieron a la exposicion de
la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Baja California Norte en estudio y la cepa
New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos,
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Figura 22. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no sobrevivieron a la exposicion
de la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Baja California Norte en estudio y la
cepa New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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Figura 23. Valores de absorbancia de hembras adultas de de. aegypti que sobrevivieron a {a exposicion de
la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Baja California Sur en estudio y la cepa
New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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Figura 24. Valores de absorbancia de hembras adultas de de. aegypti que no sobrevivieron a la exposicion
de la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Baja California Sur en estudio y la
cepa New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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Figura 25, Valores de absarbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que sobrevivieron a la exposicion de
la DD del insecticida permetrina de las poblaciones de los estados de Coahuila comparados con la
poblacién de Monterrey y la cepa New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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Figura 26. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no sobrevivieron a la exposicion
de la DD del insecticida permetrina de las poblaciones de los estados de Coahuila comparados con la
poblacion de Monterrey y la cepa New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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7.3.18. Comparacion de a esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Sonora.

En relacion con este mecanismo enzimético, en la tabla 13 se observa que las
poblaciones de Hermosillo y Sonoita tuvieron una media mas ala que la poblacion
susceptible. Siendo el valor mas alto el perteneciente a Hermosillo con una media de
0.838 nm, siguiendo la poblacion de Sonoita con un valor de 0.7553 nm, habiendo una
diferencia significativa con la cepa de referencia, la cual obtuvo una media de 0.5909 nm.

Lo anterior concuerda con lo encontrado en la figura 27.

7.3.19. Comparacion de a esterasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Sonora.

En la tabla 13 se observa que las poblaciones son significativamente distintas
entre si. La media de [a poblacion susceptible fue la mas baja con un valor de 0.6204 nm,
siguiendo con un valor de 0.6941 nm la poblacion de Hermosillo, siendo la mas alta
media con un valor de 0.7561 nm la perteneciente a la poblacién de Sonoita. Esto se

ajusta a lo que se muestra en la figura 28.

7.3.20. Comparacion de P esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Sonora.

Al comparar los valores de medias obtenidas, las cuales se muestran en la tabla
13. la media de [a cepa susceptible tiene el valor mas alto (0.9924 nm), le sigue en valor
decreciente la poblacion de Sonoita con una media de 0.8817 nm, y la de la poblacién de
Hermosillo con un valor de 0.7299 nm; las poblaciones son significativamente distintas
entre si, pero el valor de sus medias e] cual es menor al obtenido por la cepa New Orleans
nos indica que estadisticamente no hay actividad enzimdtica para conferir que este

mecanismo esta activo.

7.3.21. Comparacién de f esterasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Sonora.
En los resultados de comparacion de medias (tabla 13), podemos encontrar que

sobresale la poblacion de Sonoita ya que obtuvo un valor mayor comparado con la cepa
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de referencia, esta media fue de 1.089 nm, mientras que la obtenida por New Orleans fue
de 0.9912 nm, en contraste a esto encontramos que Hermosillo obtuvo un valor menor
que estas, 0.8467 nm, por lo que encontramos que todas las poblaciones fueron distintas

entre si, esto podemos observarlo también en la figura 27.

7.3.22. Comparacion de oxidasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron de) estado de Sonora,

Para las bioensayos de este mecanismo, encontramos que los resultados que se
observan en la tabla 13, destacan que la poblacién que obtuvo una media menor fue la
cepa de referencia con un valor de 0.1230 nm, siguiendo en orden mayor la poblacion de
Hermosillo con una media de 0.1415 nm y por ultimo la poblacién de Sonoita con un
valor de 0.1941 nm, la cual fue la mayor media. Entre la poblacién de Hermosillo y New
Orleans no hay diferencia significativa, pero si entre la poblacién de Sonoita y esta
ultima, lo cual se puede observar en la figura 27 donde el 50% de los individuos que

sobrevivieron sobrepasaron el umbral establecido por esta,

7.3.23. Comparacion de oxidasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Sonora.

En referencia a estos resultados encontramos en {a comparacion de medias (tabla
13}, que hay una diferencia significativa entre las tres poblaciones, siendo la poblacién de
Hermosillo {a que obtuvo el mayor valor de 0.1220 nm, después se encuentra en valor
decreciente la cepa de referencia con una media de 0.951 nm y por ultimo Ja poblacion de
Sonoita con un valor de 0.0755 nm. Al comparar estos resultados con lo que se observa
en la figura 28, se puede confirmar ya que en la grafica se observa que los individuos de

esta poblacién (Hermosillo) superé el umbral establecido por la cepa de referencia.

7.3.24. Comparacién de glutation s-transferasa entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora.

En la tabla 13 se pueden observar las medias obtenidas por estas poblaciones para
esta prueba enzimdtica; estableciéndose que la cepa de referencia, New Orleans, fue la

que obtuvo la media con mayor valor, siendo este de 0.0580 nm, seguida por Hermosillo
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y Sonoita con medias de 0.05264 nm y 0.03343 nm respectivamente. Estadisticamente no
hay diferencia significativa entre la cepa de referencia y Hermosillo, pero si existe entre
Sonoita y la cepa de referencia, esto concuerda con lo observado en la figura 27 donde
podemos observar que una pequefia parte de la poblacién sobrepasd el umbral

establecido.

7.3.24. Caomparacion de glutation s-transferasa entre los individues de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora.

Para esta prueba, los resultados que se pueden observar en la tabla 13, muestran
que la cepa de New Orleans obtuvo una media con un valor de 0.06191 nm, Hermosillo
obtuvo una media de 0.4788 nm y Sonoita, 0.05504 nm la media que obtuvo,
encontrandose sdlo diferencia significativa entre Hermosillo y el grupo formado por las

otras dos poblaciones,

7.3.25. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las poblaciones
que sobrevivieron del estado de Sonora.

En esta prucba se observa que existe una diferencia significativa entre las tres
poblaciones al comparar las medias que obtuvieron (tabla 13), las cuales fueron 0.1916
nm, 0.1329 nm y 0.08563 nm para New Orleans, Hermosillo y Sonoita respectivamente.
Los valores obtenidos por las dos Gltimas poblaciones estan por debajo de Ja obtenida por
la cepa de regencia, esto concuetda con lo que se observa en la figura 27, en la cual casi
es nulo ¢! porcentaje de individuos que sobrepasaron el umbral establecido por la cepa de

referencia.

7.3.26. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las poblacionés
que no sobrevivieron del estado de Sonora.

En la tabla 13 se observa que al comparar las medias obtenidas, la poblacion que
obtuvo la media con el valor mas alto fue New Orleans con 0.2133 nm, seguida en orden
decreciente por Hermosillo (media de 0.1428 nm) y Sonoita (media de 0.08833 nm). Esto

concuerda con los resultados que se observan en la figura 28.
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7.3.27. Comparacién de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora.

Aqui podemos observar que como muestra la tabla 13, la cepa susceptible obtuvo
el valor mas alto con una media de 0.00366 nm, seguida en orden decreciente la
poblacion de Sonoita con una media de 0.00351 nm y la poblacion de Hermosillo con un
valor de -0.0214 nm, siendo esta ultima significativamente diferente al grupo conformado
por las dos primeras poblaciones mencionadas, ya que enire estas no existe diferencia

significativa. Estos resultados podemos observarlos en la figura 27.

7.3.28. Comparacién de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Sonora.

Al observar la tabla 13, podemos constatar que la poblacién de Hermosillo obtuvo
el valor de media mas bajo el cual fue de -0.0296 nm, siguiendo en orden ascendente la
cepa de New Orleans con una media de 0.000953 nm y el valor mas alto lo obtuvo la
poblacian de Sonoita con una media de 0.00299 nm. Siendo solamente la poblacion de

Hermosillo diferencia significativamente a [as otras dos poblaciones.

7.3.29, Comparaciéon de @ esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Tamaulipas,

En esta comparacion de medias, las cuales pueden observarse en la tabla 14, se
encontré que hay diferencia significativa entre las tres poblaciones estudiadas. La figura
29 nos indica que la cepa susceptible obtuvo la mayor media con un valor de 0.8833 nm,
seguida por la poblacion de Matamoros que obtuvo una media de 0.7629 nm, la
poblacion de Reynosa presento una media de 0.6504 nm, mientras que Ia poblacioén de

Laredo obtuvo la media mas baja la cual fue de 0.5795.

7.3.30. Comparacion de a esterasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

Al analizar las comparaciones de medias de la tabla 14, encontramos que no hay
diferencia significativa entre las poblaciones de Matamoros y la cepa susceptible, en

contraste la localidad de Reynosa y Nuevo Laredo son diferentes significativamente entre

80



ellas y las también con las otras dos poblaciones primeramente mencionadas. Al hacer [a
comparacion con la figura 30, la poblacién de Reynosa sobrepasé el umbral de resistencia
con la media de mayor valor, 0.8282 nm. La poblacién de Matamoros también sobrepaso

el umbral de resistencia con una media de 0.7326 nm.

7.3.31. Comparaciéon de P esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

En el analisis de comparacion de medias que puede observarse en la tabla 14. se
encontré que las poblaciones de Nuevo Laredo y Matamoros son significativamenie
iguales, pero diferentes a las poblaciones de Reynosa y la cepa susceptible. La figura 29
nos muestra que la poblacion de Reynosa sobrepasé el umbral establecido y presento la
media mas alta con un valor de 1.0489 nm, mientras que las poblaciones de Matamoros y
Nuevo Laredo obtuvieron las medias de 0.7334 nm y 0.6920 nm respectivamente, pero

no sobrepasaron el umbral establecido.

7.3.32. Comparacioén de P esterasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

En la comparacion de medias que puede observarse en la tabla 14, se muestra que
las poblaciones de Matamoros y Reynosa no muestran diferencia significativa entre eilas,
mientras que Nuevo Laredo y la cepa susceptible son diferente significativamente entre
ellas y el grupo formado por las dos poblaciones primeramente mencionadas. La cepa
susceptible arrojo la media con méas alto valor. La figura 30 muestra que las tres
poblaciones estudiadas sobrepasan el umbral de resistencia pero no con un porcentaje

significativo.,

7.3.33. Comparacién de oxidasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

En la comparacion de medias (tabla 14) se observa que las poblaciones de
Matamoros, Nuevo Laredo y la cepa susceptible son significativamente iguales, sin
embargo la poblacion de Reynosa fue diferente significativamente al grupo formado por

las poblaciones primeramente mencionadas.
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7.3.34, Comparacién de oxidasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

La tabla [4 muestra la comparacién de medias, indicando que las poblaciones de
Nuevo Laredo, Reynosa y la cepa susceptible no muestran diferencia significativa entre
ellas, pero la poblacion de Matamoros fue significativamente diferente al grupo formado

por las poblaciones mencionadas.

7.3.35. Comparacién de glutation s-transferasa entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora.

Al analizar la tabla 14 de la comparacién de medias, se observa que la poblacién
de Matamoros y la cepa susceptible son iguales significativamente, pero diferentes a las
poblaciones de Reynosa y Nuevo Laredo. Al observar la figura 29 puede observarse que
las tres poblaciones estudiadas sobrepasaron el umbral establecido por la cepa de

referencia.

7.3.36. Comparacion de glutation s-tramsferasa entre los individuos de las
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Sonora.

En la tabla 14 se muestran las medias obtenidas por las poblaciones estudiadas,
observandose que las poblaciones de Nuevo Laredo, Reynosa y Matamoros asi como la
cepa de referencia son significativamente iguaies. La figura 30 nos indica que las medias
fueron muy similares, aun cuando la cepa susceptible obtuvo la media més alta con un
valor de 0.0692 nm, seguida de Matamoros con una media de 0.0589 nm y Laredo con

0.0510 nm.

7.3.37. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las poblaciones
que sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

En el anélisis de medias que se puede observar en la tabla 14, se indica que la
poblacion de Matamoros y Reynosa son significativamente tguales entre si pero
diferentes a la poblacion de Nuevo Laredo y la cepa susceptible. En la figura 29
encontramos que las tres poblaciones superaron el umbral de resistencia establecido. pero

neo en gran proporcion.
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7.3.38, Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las poblaciones
que no sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

En la comparacion de medias que puede observarse en la tabla 14, se encontré que
las poblaciones estudiadas presentaron diferencias significativas entre cada una de ellas.
La figura 30 nos indica que Reynosa, Matamoros y Nuevo Laredo sobrepasaron el
umbral de resistencia comparados con la cepa de referencia. La cepa susceptibie presento
la media mas alta con un valor de 0.14622 nm, mientras que las poblaciones de
Matamoros, Reynosa y Nuevo Laredo, obtuvieron medias de 0.12373 nm, 0.10869 y
0.0623 nm.

7.3.39. Comparacién de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

En la tabla 14 podemos encontrar que al hacer las comparaciones de medias, la
poblacion de Nuevo Laredo y la cepa susceptible son significativamente iguales pero
diferentes al grupo formado por Reynosa y Matamoros, las cuales son significativamente
iguales entre si. La figura 30 nos muestra que las tres poblaciones estudiadas

sobrepasaron el umbral de resistencia.

7.3.40. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Tamaulipas.

Al realizar la comparacion de medias, la cual puede observarse en la tabla 14, se
encontro que las poblaciones de Nuevo Laredo y Reynosa son significativamente iguales,
mientras que la cepa susceptible y la poblacion de Matamoros también son iguales
significativamente iguales pero diferentes al grupo formado por las dos primeras

poblaciones mencionadas.
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Figura 27. Valores de absorbancia de hembras adultas de de. aegypti que sobrevivieron a la exposicion de
la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Sonora comparados la cepa New Orleans
obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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Figura 28, Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no sobrevivieron a la exposicion
de la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Sonora comparados la cepa New
Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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Figura 28. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no sobrevivieron a la exposicion
de la DD del insecticida permetrina de las poblaciones del estado de Sonora comparados la cepa New
Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos.
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DISCUSION

De acuerdo a los datos obtenidos con la dosis diagnostico para el insecticida
permetrina en este estudio para las poblaciones de los estados de Baja California Norte y
Sur, (0.0172%) Coahuila (0.0086%), Sonora (0.0086%) y Tamaulipas (0.0110%), estos
niveles estdn por debajo de las DD establecidas por la OMS, que es de 0.25% de a.i., en
comparacion con los resultados encontradas para las poblaciones del sur de México como
son Chiapas (0.0032%), Tabasco (0.0043%) y Campeche (0.0065%).

Los resultados para la poblacién de Ciudad Constitucion, Baja California Sur
muestran que las hembras sobrevivientes después de la exposicion a la DD de permetrina
tuvo altos niveles de actividad enzimética que sobrepasaron el nivel establecido por la
cepa de referencia y los niveles obtenidos para los individuos muertos para o y P
esterasas, y también para GST. Para la poblacién de Loreto, los individuos sabrevivientes
a la seleccién con permetrina mostraron mayores valores de absorbancia que el umbral y
para los niveles obtenidos para los individuos muertos, para o esterasas, oxidasas y GST,
Los mosquitos sobrevivientes de Tijuana mostraron que los niveles de « esterasas y GST,
fueron mayores que los obtenidos por la cepa de referencia y de la mayoria de los
individuos muertos. Solo los niveles de o esterasas fueron mayores para la poblacion de
Tecate comparada con €] umbral establecido por la cepa susceptible. Sin embargo, las
enzimas P esterasas en los individuos sobrevivientes también mostré mayor actividad
sobrepasando el umbral establecido, sin embargo los resultados no fueron diferentes
significativamente de lo obtenido para los individuos muertos, indicando con ello que
este mecanismo no esta involucrado en la resistencia a permetrina.

Con respecto al mecanismo AChE involucrado en los resultados obtenidos en los
individuos sobrevivientes después de seleccion con permetrina, todas las poblaciones
mostraron niveles por enzima del umbral establecido, excepto la poblacién de Loreto.
Esta ultima tiene actividad enzimatica ligeramente mayor que la cepa susceptible pero no

significativamente.
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Las medias de absorbancia obtenidas de iIAChE que fueron obtenidas para Loreto
son significativamente diferentes de las obtenidas para las demas poblaciones. La
poblacién de Tecate mostrd significativamente bajos niveles de actividad de tAChE en
relacién con las otras poblaciones.

La poblaciéon de Ciudad Constitucion tiene altos niveles de o esterasas, seguida
por las poblaciones de Tecate, Tijuana y Loreto, observandose una diferencia
significativa entre ellas. Estos resultados indican que los individuos sobrevivientes
sobrepasaron el umbral establecido por la cepa susceptible para la actividad de o
esterasas. Por lo tanto se sugiere que la actividad enzimaética juega un papel importante
en la detoxificacion del insecticida permetrina.

Esterasas no especificas estdn involucradas en el metabolismo de piretroides en
varios insectos y juegan un papel importante para el insecticida permetrina en Ae. aegypti
(Soderlund er al. 1983; Ruigt, 1985).

Aunque B esterasas muestran altos niveles de actividad en el grupo de individuos
sobrevivientes a la seleccion con permetrina de Ciudad Constitucion y Tecate, no
muestran un patrén claro.

En el caso de las oxidasas, la poblacién sobreviviente con mayor actividad fue
Loreto, mientras que no hubo diferencia significativa de las otras poblaciones con
respecto a la cepa susceptible.

Para GST, las medias observadas fueron similares en las poblaciones de Ciudad
Constitucion y Loreto, pero no significativamente mayores comparadas con las otras
poblaciones. La actividad enzimatica de la poblacion de Coahuila estudiada (tabla 12),
fue estadisticamente diferente que la obtenida para la cepa de referencia y la cepa de
Monterrey, Nueve Ledn (poblacién comparativa de referencia). Estos resultadds
demostraron que la presion ejercido por los insecticidas (dependiendo de la cantidad y de
la frecuencia del uso), asi como también las caracteristicas inherentes de la especie
seleccionada, dé lugar a una resistencia focal a los insecticidas (Brogden 2003;
Hemingway and Ranson, 2000).

Para la poblacion de Torreén (sobrevivientes y muertos), solamente dos enzimas
mostraron actividad (tabla 10): a-esterasas y acetilcolinesterasa insensible, las cuales

mostraron aitos valores de absorbancia en comparacion con los resultados obtenidos para
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la poblacion de referencia (New Orleans), sugiriendo que la resistencia a insecticidas en
esta poblacion esta asociada con mecanismos bioquimicos (Kadous ef al 1983,
Hemingway and Georghiou, 1983). En los ensayos para p-esterasas, Oxidasas, GST y
AChE, las medias de absorbancia en esta poblacion (sobrevivientes y muertos) fueron
menores que los obtenidos para la cepa de New Orleans, caracterizando de esta manera a
esta poblacion como susceptible a insecticidas ya que estas enzimas estin inactivas
(Hemingway and Georghiou, 1983; Hemingway and Ranson, 2000). La poblacién para
hacer la comparacion de referencia (Monterrey, Nuevo Leén) mostré medias de
absorbancia mayores que las encontradas en la poblacion de Torre6n (sobrevivientes y
muertos) en los tres ensayos enziméticos: f esterasas, Oxidasas y GST, mientras que
fueron mas bajas que en AChE y iAChE. Por otro lado, las medias de absorbancia entre
los individuos sobrevivientes obtenidas para o esterasas, fueron mas altas que las
obtenidas para la poblacién de Terredn, mientras que la actividad mds alta entre los
individuos muertos fue para la poblacion de Monterrey. En general, la poblacion de
Monterrey fue mas resistente que la poblacién de Torreon.

Los resultados obtenidos para la poblacion de Coahuila son de gran importancia
desde que estudios conducidos por Vaughan ef @l (1998) en cepas de mosquitos Culex
provenientes de las islas caribefias de Trinidad sugieren que la resistencia a los
organofosforados, el grupo de insecticidas que incluye a temefos utilizado en el contro!
de los estados larvales por los programas de saludo mexicanos, son usualmente mediante
dos diferentes mecanismos: a) ¢sterasas, como resultado de una amplificacion genética y
2) acetilcolinesterasa insensible. Otros estudios han demostrado que poblacion de
mosquitos Ae. aegypti de las islas britanicas de Tortola, asi como las poblaciones de este
mosquito de Venezuela y de Trinidad, ademas estan asociadas con resistencia a malation,
al igual que la poblacion de Puerto Rico (Wirth and Georghiou, 1999), de tal manera que
esto podria limitar el uso de piretroides tales como deltametrina debido a la resistencia
cruzada (Rodriguez et al. 2002), lo cual implicaria un serio problema para todos los
programas de control, puesto que temefos se utiliza exhaustivamente como el insecticida
para ¢l control larval en todo el mundo. Seiialamos que aunque el mecanismo de

acetilcolinesterasa insensible no esta relacionado con resistencia a piretroides, podria
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sugerir una tardia aparicion de resistencia a temefos, lo cual ahondaria aun mas la
problematica del control vectorial.

Las medias de absorbancia de las seis enzimas en las poblaciones de New Orleans
(poblacion susceptible) y las poblaciones de Sonoita y Hermosillo (tabla 13), denotan que
estas ultimas poblaciones muestran medias mas altas que las obtenidas para la cepa
susceptible, en comparacién entre los resultados para a esterasas de los individuos que
sobrevivieron, indican que la deteccion de una actividad enzimatica significativamente
mayor que la cepa susceptible puede ser tomada como una alarma de una posible
resistencia focal. En relacion al porcentaje de individuos de las poblaciones de Sonora
que sobrepasaron el umbral de resistencia en cada ensayo (tabla 9), establece que las
enzimas o esterasas son el mecanismo que se encuentra presente en ambas poblaciones
estudiadas. Sucede lo mismo con las oxidasas, lo que representa en la poblacion de
Sonoita este es ¢l mecanismo detoxificativo mas importante.

Los valores obtenidos para las oxidasas en las localidades de Nuevo Laredo y
Matamoros superaron el umbral de tolerancia establecido por la cepa susceptible New
Orleans pero no significativamente. Los resultados demuestran claramente que los
mecanismos de o y B esterasas no son importantes para conferir resistencia a permetrina
en las tres localidades estudiadas. Por otra parte, el mecanismo acetilcolinesterasa
insensible se presenté en los individuos sobrevivientes a DD de permetrina y en una
proporcidn significativa que en el resto de los mecanismos detoxificativos en las tres
localidades estudiadas (organofosforados y carbamatos). Estas poblaciones también
muestran la presencia del mecanismo acetilcolinesterasa insensible, sin embargo es de
menor importancia si lo comparamos con los resultados obtenidos para la poblacion de
Coahuila, y basandonos en esta tendencia podemos encontrar en un futuro cercano
resistencia a insecticidas pertenecientes a los grupos de organofosforados y carbamatos.

Sin embargo, no debe ser descontado que otros mecanismos no enzimaticos estan
trabajando para producir resistencia en aquellas poblaciones donde no encontramos una
presencia significativa de la actividad enzimatica asociada a resistencia. No obstante, la
deteccion temprana de los mecanismos enzimaticos de la resistencia en poblaciones de
Ae. aegypti podia incitar un cambio importante en programas de control y prolongar el

uso eficaz de los pesticidas que utilizamos en la actualidad.
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CONCLUSIONES

Los valores de DD para permetrina obtenidos para las poblaciones de Coahuila,
Sonora y Tamaulipas fueron menores que las reportadas para las poblaciones de Tecate y
Tijuana del estado de Baja Califomia Norte y para las poblaciones de Ciudad
Constitucion y Loreto, localidades del estado de Baja California Sur.

En relacién a las pruebas enzimaticas realizadas en las poblaciones de Baja
California, o esterasas estan presentes en las poblaciones de Tijuana y Tecate,
detoxificando al insecticida permetrina, como el principal mecanismo de resisiencia
enzimatica. Sin embargo, en Ciudad Constitucion y Loreto, al encontrarlas tanto en
individuos sobrevivientes como en muertos, pensamos que ejerce un papel detoxificativo
importante, sin embargo no es el principal mecanismo de resistencia metabdlica en éstas
poblaciones.

Los valores de oxidasas en las poblaciones de Loreto y Ciudad Constitucion
sometidas a DD de permetrina, indican una actividad elevada, sin embargo éstas no
muestran un papel claro en la detoxificacién a permetrina debido a su presencia en altas
proporciones en los individuos que no sobrevivieron a esta presion.

GST, esta presente en las poblaciones de mosquitos de Ciudad Constitucion y
Tijuana, con una actividad elevada, apareciendo como uno de los principales mecanismos
de resistencia de los individuos sobrevivientes.

Para la poblacion de Valle Verde de Torreon, Coahuila, los individuos
sobrevivientes a la exposicion a la DD de permetrina, muestran una actividad enzimatica
levemente mayor a la hallada en la cepa susceptible, no obstante no es significativa. Sin
embargo, esta poblacidn tiene niveles de actividad enzimatica significativamente mayor
que otras poblaciones estudiadas.

Los resultados demostraron que los mecanismos enziméticos involucrados son
a- esterasas, que se encuentra presente en esta poblacion, sin embargo no es principal

medio de detoxificacion, ya que se encontré en los individuos de ambos grupos
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(sobrevivientes y muertos) tras la exposicion a la DD de permetrina. En las pruebas
bioquimicas para oxidasas, GST y acetilcolinesterasa, los individuos sobrepasaron en un
porcentaje muy bajo (p>0.05) el umbral de resistencia establecido por la cepa de
referencia. Acetilcolinesterasa insensible estuvo presente en este poblacion de una
manera significativa ya que se encontrd en el 100% de los individuos sobrevivientes a la
dosis diagnostico; sin embargo, este mecanismo no se encuentra asociado con la
resistencia a piretroides, sino con insecticidas organofosforados y carbamatos.

Con respecto a las poblaciones del estado de Sonora: Hermosillo y Sonoita, estos
mostraron niveles de actividad de a-esterasas por arriba del umbral establecido, sin
embargo no son significativamente diferente a los encontrados en los individuos que no
sobrevivieron. Los mosquitos sobrevivientes de Sonoita mostraron niveles de actividad
de [-esterasas mayores que el umbral establecido, pero tampoco fueron
significativamente diferentes a los obtenidos del grupo de los individuos muertos. Estos
resuitados indican que ninguno de estos mecanismos esta involucrado en la resistencia a
permetrina en estas poblaciones. Sin embargo, las oxidasas de funcion maultiple
estuvieron presentes en la poblacién de Sonoita, mostrando elevados niveles de actividad,
apareciendo como el principal medio detoxificativo para esta poblacion.

Reynosa, Matamoros y Nuevo Laredo, poblaciones del estado de Tamaulipas,
mostraron resultados donde ¢laramente puede observarse que las enzimas o y B esterasas
no son medios detoxificativos importantes para conferir resistencia al piretroide
permetrina en estas tres poblaciones estudiadas. Los valores obtenidos para las oxidasas
en las localidades de Nuevo Laredo y Matamoros sobrepasaron el umbral de tolerancia
establecido por la cepa de referencia, pero no de manera significativa. Por otro lado, el
mecanismo  acetilecolinesterasa insensible aparece operando en los individuos
sobrevivientes después de la exposicion a la DD de permetrina en una significativa
proporcion, mayor que el resto de Jos mecanismos detoxificativos en las tres poblaciones
estudiadas. Sin embargo, este mecanismo no se encuentra asociado con la resistencia a

piretroides, sino con insecticidas organofostorados y carbamatos.
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Tabla 15, Comparacién de medias y andlisis de varianza de a- esterasas en individuos que sobrevivieron
de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 33.209 4 8.302 1424.138 .000
Within Groups 2.94 443 .006
Total 35.803 449
! 95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 3884 04933 00520 3781 3988 27 49
2 500 1.1843 10500 01107 1.1623 1.2063 77 1.51
3 500 5547 .07290 .00768 .5394 5699 37 72
4 500 6841 06591 00687 6705 6978 49 86
5 500 .8443 07827 00825 8279 8607 .70 1.03
T 2006 7312 28238 01331 7050 7573 .27 1.51

Homogeneous Subsets

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2 3 4 5
1.00 500 3884
3.00 500 5547
4.00 500 6841
5.00 500 8443
2.00 500 1.1843
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonec Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 16. Comparacion de medias y andlisis de varianza de - esterasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1.398 4 .350 126.701 .000
Within Groups 1.228 445 .003
Total 2.626 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mezan Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
] 500 5528 02172 00229 5482 5573 .50 62
2 500 4331 08172 00861 4160 4160 .26 57
3 500 5003 .04531 04531 4908 5098 42 62
4 500 4871 03205 00338 A804 4938 41 57
5 500 3916 05976 00629 .3791 4041 18 .52
T 2000 | 4730 07647 00360 4629 4801 18 62
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
YARD0001 N 2 3 4

5.00 500 3916

2.00 500 4331

4.00 500 A871

3.00 500 5003

1.00 500 -5528

Sig. 2000 1.00 1.00 A42 1.00

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 17. Comparacion de medias y analisis de varianza de [ esterasas en individuos que sobrevivieron de
las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 65.173 4 16.293 1857.696 .000
Within Groups 3.903 445 009
Total 69.076 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 .9070 05065 .00534 .8964 9176 71 .99
2 500 1.6380 11965 .01261 1.6129 1.6631 1.13 1.87
3 500 6397 06008 .00633 6271 6523 S .83
4 500 .6380 .08937 00942 6193 6567 48 .90
5 500 1.2189 .12400 01307 1.1929 1.2449 .90 1.52
T] 2000 1.0083 .39223 .01849 .9720 1.0446 A8 1.87
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VAR0000! N 1 2 3 4
4.00 500 6380
3.00 500 6397
1.00 500 9070
5.00 500 1.2189 ‘
2.00 500 1.6380
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsats are displayed.
* Uses Harmonic Mcan Sample Size — 500.000
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Tabla 18. Comparacion de medias y anélisis de varianza de B esterasas en individuos que no sobrevivieron
de Jas poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6.564 4 1.641 180.29 .000
Within Gtoups 4.051 445 009
Total 10.615 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 .5108 03548 00374 5033 5182 A3 63
2 500 .7806 17316 01825 7443 8168 44 1.09
3 500 8409 09661 01018 .8207 8611 .66 98
4 500 .6060 03815 00402 5980 6140 52 69
5 500 7449 .05898 00622 7325 7572 56 91
T1 2000 6966 15376 00725 6824 7109 A3 1.09
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARQ0001 N ) 2 3 4

1.00 500 5108

4.00 500 6060

5.00 500 7449

2.00 500 .7806

3.00 500 " .8409

Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500 000
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Tabla 19. Comparacion de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos que sobrevivieron de
[as poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .535 4 134 309.164 .000
Within Groups 192 445 .000
Total 727 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 0348 01825 00192 0810 0886 04 Jd
2 500 0827 01865 00197 0788 0866 .05 A3
3 500 1152 03478 .00367 .1479 1625 .06 30
4 500 0882 01481 00156 0851 0913 .06 A3
5 500 0497 00726 00077 048] 0512 .04 07
T 2000 0921 04025 00190 0884 .0958 .04 30
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .03
VAR00001 N 1 2 3

5.00 500 .0497

2.00 500 0827

1.00 500 0848

4.00 500 0882 1552

3.00 500

Sig. 2000 1.000 379 1.000

Mgans far groups i homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmome Mean Sample Size — 500 000,
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Tabla 20, Comparacion de medias y andlisis de varianza de oxidasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

|
Sum of Squares df l Mean Square F Sig.
Between Groups 250 4 063 27171 000
Within Groups 1.026 445 002
Total 1.276 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
| 500 1258 01836 .00194 1296 1296 09 18
2 500 1701 .08218 00866 1529 1873 .04 36
3 506 1794 05277 00556 1684 .1905 .11 .35
4 500 1331 .02411 .00254 1281 1382 08 21
5 500 1234 .03264 .00344 1166 1303 07 22
T 2000 | .1464 05331 00251 1414 1513 1 04 36
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
I_ Subset for alpha = .05
VAR00001 N ' ] 2

5.00 500 1234

1.00 500 1258

4.00 500 131

2.00 500 1701

3.00 500 1794

Sig. 2000 659 689

Means for groups in homogencous subsets are displayed.
* Uscz Harmotue Mean Sample Sice — 500 0060
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Tabla 21. Comparacién de medias y analisis de varianza de glutation s-transferasa en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 398 4 100 65.448 .000
Within Groups 677 445 002
Total 1.076 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 0264 01653 00174 0229 0298 -.05 .05
2 500 0731 {02063 00217 0687 0774 02 .14
3 500 0645 03753 00396 0566 0723 .03 17
4 500 0347 .06245 00658 0216 0478 -.12 10
5 500 -.0105 .04001 00422 -.0188 -.0021 -12 .03
T| 2000 0376 .0489%4 00231 0331 0422 42 . .17

Homogeneous Subsets

Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VARO00001 N ] 2 3

5.00 500 -.0105

1.00 500 .0264

4.00 500 .0347

3.00 500 .0645
2.00 500 0731
Sig. 2000 1.00 .608 Y

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500.000
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Tabla 22. Comparacion de medias y andlisis de varianza de glutation s- transferasa en individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups A12 4 028 35.801 .000
Within Groups 347 445 001
Total 459 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 0378 00968 00102 0358 0398 01 07
2 500 .0525 .02454 00259 0474 0577 -02 1
3 500 0163 05092 00537 0056 0269 =17 11
4 500 .0321 .00981 00103 0300 0341 .01 07
5 500 0613 02272 .00239 {0565 .0661 .03 .14
T 2000 .0400 03197 00151 0370 .0430 -17 14
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARO00O1 N 1 2 3

3.00 500 0163

4.00 500 .0321

1.00 500 0378

2.00 500 0825

5.00 500 0613

Sig. 2000 1.000 643 .218

Means far groups in homogeneous subsets are displayed.
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500.000
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Tabla 23. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 562 4 140 60.005 .000
Within Groups 1.041 445 002
Total 1.603 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
l 500 .1949 04577 00482 .1853 2045 00 29
2 500 1488 03190 00336 1421 1555 .05 .26
3 500 1792 .05113 00539 .1685 1899 =01 31
4 500 0943 .04432 200467 0851 1036 .01 .19
5 500 1336 .06330 00667 1203 1468 -.12 23
T 2000 1502 05974 00282 1446 1557 -12 31
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3

4.00 500 0943

5.00 500 1336

2.00 500 .1488

3.00 500 1792

1.00 500 .1949

Sig. 2000 1.000 217 192

Means for groups m homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size ~ 500 000
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Tabla 24. Comparacion de medias y andlisis de varianza acetilcolinesterasa en individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2.485 4 621 263.004 .000
Within Groups 1.051 445 002
Total 3.536 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Emor | Lower Upper | Minimum | Maximum
Bound Bound
| 500 L1587 0348 00385 1510 1663 05 23
2 500 1474 .06103 00643 1347 1602 -.01 26
3 500 0217 0375 00366 0144 0289 =01 .10
4 500 1597 .04600 00485 1500 1693 .06 25
5 500 .2548 .05858 00618 2425 2670 07 39
T 2000 1484 .08874 00418 1402 1567 -01 k .39

Homogeneous Subsets

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VAR00001 N | 2 3

3.00 500 0217

2.00 500 .1474

1.00 500 1587

4.00 500 1597

5.00 500 2548
Sig. 2000 1.000 443 1,000

Means for groups i homogentous subsets are displayed
* Uses Harmenic Mean Sample Size ~ $00 000
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Tabla 25. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 034 4 008 23,470 000
Within Groups .160 445 000
Total 193 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 0023 00330 .00035 0016 0030 -02 .01
2 500 0047 .00358 00038 .0040 0055 -.01 01
3 500 0222 03441 .00363 .0150 0294 -01 10
4 500 0050 .00311 .00033 .0044 0057 .00 02
5 500 -.0038 02403 00253 -.0089 0012 - 14 02
T 2000 .0061 .02076 .00098 .0042 0080 -.14 10
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 7 3

5.00 500 -.0038

1.00 500 0023 0023

2,00 500 0047

4.00 500 005G

3.00 500 0222

Sig. 2000 189 873 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmooic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 26. Comparacién de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible en individuos que
no sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 086 4 021 27.771 .000
Within Groups 344 445 001
Total 429 449
' 95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
] 500 0052 00417 .00044 0043 0061 00 03
2 S00 0399 04822 .00508 0298 0500 .00 16
3 500 0281 03104 .00327 0216 0346 .00 A1
4 500 0039 00516 00054 0028 0050 -.02 03
5 500 0231 .02297 00242 0183 0279 00 08
T| 2000 0201 .03902 .00146 0172 0229 -02 16
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VAR0000] N | 2

4.00 500 .0039

1.00 500 0052

5.00 500 0231

3.00 500 0281

2.00 500 0399

Sig. 2000 998 754 1.000

Mecans for groups i homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmome Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 27. Comparacion de medias y andlisis de varianza de a- esterasas en individuos que sobrevivieron y
muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 33.209 4 8.302 1424.138 .000
Within Groups 2.94 445 006
Total 35.803 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum [ Maximum
Bound Bound
1 500 3884 04933 00520 3988 27 49
2 500 1.1843 .10500 .01107 1.1623 1.2063 77 1.51
3 500 5547 07290 .00768 5699 37 72
41 500 6841 06591 00687 6978 49 86
5 500 8443 07827 00825 .8279 .8607 .70 1.03
T| 2000 7312 28238 01331 7573 27 1.51
Homogeneous Subsets
Tukey HSD"
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3 4 5

1.00 500 592

3.00 500 624

4.00 500 603

5.00 500 734

2.00 500 704

Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmmonic Mean Sample Size — 500 000.

106




Tabla 28. Comparacidn de medias y analisis de varianza de P esterasas en individuos que sobrevivieron y
muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 65.173 4 16.293 1857.696 .000
Within Groups 3.903 445 009
Total 69.076 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum Maximum
Bound Bound
1 500 9070 05065 00534 .8964 9176 71 .99
2 500 1.6380 .11965 01261 1.6129 1.6631 1.13 1.87
3 500 .6397 06008 {00633 6271 6523 Sl .83
4 500 .6380 08937 .00942 6193 6567 .48 90
5 500 1.2189 .12400 01307 1.1929 1.2449 .90 1.52
T 2000 1.0083 .39223 .01849 .9720 1.0446 48 1.87
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2 3 4

4.00 500 6380

3.00 500 6397

1.00 500 .9070

5.00 500 1,2189

2.00 500 1.6380

Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups tn homogencous subsets are displaved
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 29. Comparacién de medias y analisis de varianza de 8 esterasas en individuos que no sobrevivieron
y muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 6.564 4 1.641 180.29 .000
Within Groups 4.051 445 .009
Total 10.615 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 5108 03548 00374 5033 5182 A3 .63
2 500 7806 17316 01825 .7443 .8168 44 1.09
3 500 8409 09661 01018 8207 8611 66 98
4 500 .6060 03815 00402 .5980 6140 52 69
5 500 7449 05898 00622 7325 7572 .56 91
T] 2000 6966 15376 00725 6824 7109 43 1.09
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3 4

1.00 500 5108

4.00 500 .6060

5.00 500 .7449

2.00 500 . .7806

3.00 500 .8409

Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmomic Mean Sample Seze — 500 DOD
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Tabla 30. Comparacion de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos que sobrevivieron y
muertos de las poblaciones de Coahuila y Montesrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 535 4 134 309.164 .000
Within Groups 192 445 .000
Total 727 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum Maximum
Bound Bound
1 500 0843 01825 .00192 .0810 0886 .04 14
2 500 0827 01865 00197 .0788 0866 .05 A3
3 500 1152 03478 .00367 .1479 1625 .06 .30
4 500 0882 01481 00156 10851 0913 .06 13
5 500 0497 00726 .00077 .0481 0512 04 .07
T 2000 0921 } .04025 .001%0 0884 0958 04 .30

Homogeneous Subsets

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VAR0000I N ) 2 3
5.00 500 0497
2.00 500 0827
1.00 500 0848
4.00 500 0882 1552
3.00 500
Sig. 2000 1.G00 379 1.000

Mzgans for groups 1 homngeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500.000
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Tabla 31. Comparacion de medias y anilisis de varianza de glutatién s-transferasa en individuos que
sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 398 4 100 65.448 000
Within Groups 677 445 002
Total 1.076 449
95% Confidence
Sid. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 0264 01653 00174 .0229 .0298 -.05 .05
2 500 0731 02063 00217 0687 0774 .02 14
3 500 0645 03753 00396 0566 0723 .03 A7
4 500 0347 06245 .00658 0216 .0478 -.12 A0
S 500 -.0105 .04001 .00422 -.0188 -.0021 =12 .03
T 2000 0376 04894 00231 0331 0422 -12 A7
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARQ0001 N 1 2 3

5.00 500 -.0105

1.00 500 .0264

400 500 .0347

3.00 500 0645

2.00 500 < 0731

Sig. 2000 1.00 608 579

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500.000,
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Tabla 32. Comparacién de medias y andlisis de varianza de acetilcolinesterasa en individuos que
sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 562 4 140 60.005 .000
Within Groups 1.041 445 002
Total 1.603 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minithum | Maximum
Bound Bound
1 500 1949 04577 00482 .1853 2045 .00 .29
2 500 .1488 03190 00336 1421 1555 05 .26
£ 500 A792 05113 00539 .1685 .1899 -.01 31
4 500 .0943 .04432 00467 {0851 1036 01 .19
5 500 1336 06330 00667 1203 1468 -12 23
T 2000 1502 05974 00282 1446 1557 - 12 31
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3

4.00 500 0943

5.00 500 1336

2.00 500 .1488

3.00 500 1792

1.00 500 . .1949

Sig. 2000 1.000 217 192

Means for groups in homogencous subsets arc displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Swe — S00 000
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Tabla 33. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible ¢n individuos que
sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 034 4 .008 23.470 000
Within Groups 160 445 .000
Total 193 449
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 .0023 00330 00035 0016 0030 -.02 01
2 500 0047 .00358 00038 0040 0055 -0l .01
3 500 0222 03441 00363 0150 0294 -01 10
4 500 {0050 00311 00033 .0044 0057 .00 .02
5 500 -.0038 .02403 00253 -.0089 0012 -.14 02
T 2000 0061 .02076 00098 0042 .0080 -.14 10
Homogencous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3

5.00 500 -0038

1.00 500 .0023 0023

2.00 500 0047

400 500 0050

3.00 500 2 0222

Sig. 2000 .189 873 1.000

Means for groups yn homogeneous subsets are displayed

* Uses Harmnomic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 34, Comparacion de medias y analisis de varianza de o- esterasas en individuos gue sobrevivieron
de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 3.798 2 1.899 201.232 .000
Within Groups 3.369 357 9.438E-.03
Total 7.167 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 5909 6.446E-02 5.884E-03 5792 6025 41 70
2 500 .8380 1278 4.167E-02 8149 8611 54 1.05
3 500 7553 8.844E-02 3.073E-03 .7393 T713 .57 98
T 2000 7281 1413 7.447E-03 7134 7427 41 1.05

Homogeneous Subsets

Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3
1.00 500 5909
3.00 500 7553
2.00 500 .8380
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Means for groups n homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500 000,
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Tabla 35, Comparacion de medias y analisis de varianza de o~ esterasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 1.109 2 554 89.469 .000
Within Groups 2212 357 6.197E-03
Total 3.321 359
95% Confidence
Std. [nterval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum

Bound Bound
1 500 6204 7.332E-02 6.693E-03 .607] .6336 .35 72
2 500 6941 6.618E-02 6.041E-03 6821 .7060 57 .85
3 500 7561 9.400E-02 8.581E-03 7391 2731 .58 .96
T| 2000 6902 9.618E-02 | 5.069E-03 .6802 .7001 35 96

Homogeneous Subsets

Tukey HSD?
Subset for alpha - .05
VAR00001 N 1 2 3
1.00 500 6204
2.00 500 6941
3.00 500 7561
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Means for groups 1n homogeneous subsets are displayed.
* Uses Harmome Mean Sample Size — 500,000
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Tabla 36. Comparacion de medias y andlisis de varianza de [} esterasas en individuos que sobrevivieron de
las poblacioncs de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 4.135 2 2.068 273.577 .000
Within Groups 2.683 357 7.558E-03
Total 6.819 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviaticn Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum

Bound Bound
1 500 9924 427T7E-02 3.920E-03 9847 1.002 .89 106
2 500 7299 6.727E-02 6.167E-03 177 7421 61 .093
3 500 8817 1275 1.164E-02 .8587 9048 .59 1.15
T 2000 8680 1385 7.304E-03 8537 .8824 .59 1.15

Homogeneous Subsets

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VAR00001 N l p) 3
2.00 500 7299
3.00 500 8817
1.00 500 9924
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homegeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sampfe Size — 500 000
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Tabla 37. Comparacion de medias y analisis de varianza de B esterasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 3.585 2 1.792 206,828 .000
Within Groups 3.094 357 8.666E-03
Total 6.678 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum

Bound Bound
1 500 9912 5.935E-02 5.418E-03 .9805 1.0019 91 1.23
z 500 .8467 1054 9.623E-03 8277 8658 .66 1.12
3 500 1.0897 1066 9.730E-03 | 1.0704 1.1090 81 1.36
T 2000 9759 1364 7.188E-03 9617 .9900 66 1.36

Homogeneous Subsets

Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2 3
2.00 500 .8467
1.00 500 9912
3.00 500 1.0897
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonyc Mean Sample Size — $00 000
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Tabla 38. Comparacién de medias y andlisis de varianza de oxidasas en individuos que sobrevivieron de
las poblaciones de Sonora,

Sum of Squares df Mean Square F Sig |
Between Groups 326 2 163 37.035 000
Within Groups 1.572 357 4.404E-03
Total 1.899 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 1230 2.484E-02 2.268E-03 1185 1275 08 18
2 500 1415 4.399E-02 4.016E-03 1335 1494 07 32
3 500 .1941 1032 9.425E-03 1754 2127 07 49
T 2000 1529 7.272E-02 | 3.833E-03 1453 .1604 07 49
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha= .05
VARO00001 N 1 2

1.00 500 1230

2.00 500 1415

3.00 500 1941

Sig. 2000 079 1.000

Means for groups sn homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonie Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 39. Comparacién de medias y andlisis de varianza de oxidasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 132 2 6.581E-02 83.821 .000
Within Groups .280 357 7.852E-04
Total 412 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation | Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1] 500 9.519E-02 1.616E-02 | 1.475E-03 | 9.227E-02 | 9.811E-02 .06 13
2] 500 1222 3.274E-02 | 2.998E-03 1163 1281 05 .24
31 so00 7.558E-02 3.197E-02 | 2.919E-03 | 6.980E-02 | 8.136E-02 05 26
T 1 2000 9.767E-02 3.387E-02 | 1.785E-03 | 9.416E-02 1012 05 .26
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3
3.00 500 7.558E-02
1.00 500 9.519E-02
2.00 500 1222
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Means for groups n homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500 G00
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Tabla 40. Comparacién de medias y analisis de varianza
sobrevivieron de las poblaciones de Sonora.

de glutatién s-transferasa en individuos que

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 4,021E-02 2 2.010E-02 21.997 .000
Within Groups 326 357 9.140E-04
Total 366 359
; 95% Confidence Interval for
Std. Meaii
N Mean Deviation | Std. Error Minimum | Maximum
Lower Bound | Upper Bound
1] 500 5.806E-02 7.852E-03 | 7.168E-04 5.664E-02 5.948E-02 .05 .08
2] 500  5.264E-02 3.296E-02 | 3.009E-03 4.668E-02 5.860E-02 -.08 A5
3] 560 3.343E-02 3.992E-02 | 3.645E-03 2.621E-02 4.064E-02 .00 15
T| 2000 4.804E-02 3.195E-02 | 1.684E-03 4.473E-02 5.]35E-02 -.08 15
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
L Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2

3.00 500 3.343E-02

2.00 500 5.264E-02

1.00 500 5.806E-02

Sig. 2000 1.000 347

Means for groups m homogeneous subscts are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000,
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Tabla 41. Comparacidn de medias y andlisis de varianza de glutatién s- transferasa en individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 1.181E-02 2 5.904E-03 10.779 .000
Within Groups .196 357 5.477-04
Total 207 359
95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
11 500 | 6.191E-02 | 1.165E-02 1.063E-03 | 5981E-02 | 6.401E-02 04 09
2| 500 | 4.788E-02 | 3.521E-02 3.214E-03 | 4.152E-02 | 5.425E-02 -.06 15
3] 500 | 5.504E-02 | 1.637E-02 1.494E-03 | 5.208E-02 | 5.800E-02 03 A2
T 2000 | 5.494E-02 | 2.403E-02 1.267E-03 | 5.245E-02 | 5.743E-02 ~06 A3
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2
2.00 500 4.788E-02
¥ 500 5.504E-02
1.00 500 6.191E-02
Sig. 2000 1.000 0.59
Means for groups in h bsets are displayed

* Uses Harmomc Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 42. Comparacién de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups .664 2 332 66.504 .000
Within Groups 1.782 357 4.991E-03
Total 2.445 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper | Minimum | Maximum
Bound Bound
1] 500 .1906 3.322E-02 3.032E-03 1846 .1966 12 28
2| 500 1329 5.554E-02 5.071E-03 1229 .1429 -.04 36
3] 500  8.563E-02 .1038 9.480E-03 | .6685E-02 1044 -14 .28
T1 2000 1364 8.253E-02 4.350E-03 1278 .1449 -14 36
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .03 |
VAR00001 N 1 2 3
3.00 500 8.563E-02
2.00 500 .1329
1.00 500 .1906
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Means far groups 1n homogeneous subsets are displayed
" Uses Harmomic Mean Sample Size ~ 500 000
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Tabla 43. Comparacion de medias y analisis de varianza acetilcolinesterasa en individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 938 2 469 176.300 .000
Within Groups 949 357 2.660E-03
Total 1.887 359

95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum

Bound Bound
11 500 2133 3.935E-02 | 3.592E-03 2062 2204 11 .28
21 s00 1468 7.059E-02 | 6.444E-03 1341 1596 -.02 .35
3] 500 8.833E-02 | 3.805E-02 | 3.474E-03 | 8.146E-02 | 9.521E-02 .02 26
T 2000 1495 7.250E-02 3.821E-03 1420 1570 -.02 35

Homogeneous Subsets

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARO0O0O1 N 1 2 3
3.00 500 8.833E-02
2.00 500 .1468
1.00 500 2133
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000

Mcans for groups m homogeneous subsets are displayed
* Uses Hammonic Mean Sample Size —~ 500 000
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Tabla 44. Comparacién de medias y andlisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 4,977E-02 2 2.489E-02 83.469 000
Within Groups 106 357 2.981E-02
Total 156 359
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 | 3.666E-03 6.520E-03 5.952E-04 | 2.487E-03 4.844E-03 -.05 .02
2| so00 -2.14E-02 2.848E-02 2.600E-03 | -2.65E-03 -1.62E-02 =11 03
31 500 | 3.501E-03 | 6.403E-03 | 5.845E-04 | 2.343E-03 4.658E-03 -.03 .03
T 2000 | -4.73E-03 2.086E-02 1.099E-03 | -6.89E-03 -2 56E-03 -.11 .03
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2
2.00 500 -2.14E-02
3.00 500 3.501E-03
1.00 500 3.66E-03
Sig. 2000 1.000 997

Maans for groups in homogeneous subséts are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 45. Comparacion de medias y anélisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible en individuos que
no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 8.017E-02 2 4.009E-02 52.082 .000
Within Groups 275 357 7.697E-04
Total 355 359
95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1| 500 9.533-04 1.427E-02 | 1.303E-03 | -1.62E-03 3.533E-03 -05 .03
2| 500  -296E-02 | 4.006E-02 | 3.657E-03 | -3.68E-02 -2.23E-02 -15 .03
3| 500 2.993E-03 | 2237E-02 | 2.042E-03 | -1.05E-03 7.036E-03 =23 .03
T 2000 -856E-03 | 3.144E-02 | 1.657E-03 | -1.18E-02 | -5.303E-03 <23 .03
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2

2,00 500 -2.96E-02

1.00 500 9.533-04

3.00 500 2.993-03

Sig. 2000 1.000 836

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size - 500.000
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Tabla 46. Comparacién de medias y andlisis de varianza de a- esterasas en individuos que sobrevivieron
de las poblaciones de Tamaulipas.

—
Sum of Squares df Mean Square F | Sig.
Between Groups 13.047 3 4.349 140.985 .000
Within Groups 49234 1596 3.085E-02
Total 62.281 | 1599 |
95% Confidence
Sid. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 .8833 1313 1.313E-02 8573 .9094 67 1.16
2 500 6504 .1904 1.515E-03 6337 6671 10 1.44
3 500 7629 2119 1.477E-03 7442 7815 33 1.31
4 500 .5795 187 1.307E-03 5691 5899 30 .93
T 2000 6780 1974 1.943E-03 6683 6876 10 1.44
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3 4

4.00 500 .5795

2.00 500 6504

3.00 500 7629

1.00 500 8833
Sig. 2000 1.000 1.000 1.000 1.000

Means for groups 1n homogeneous subsets arc displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 47. Comparacién de medias y andlisis de varianza de @- esterasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 15.742 3 5.247 148.412 .000
Within Groups 56.430 1596 3.536E-02
Total 72,173 1599
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 .7485 1128 2.128E-02 7261 7709 .50 98
2 500 .8282 2702 2.208E-02 8045 8519 39 1.53
3 500 7326 1567 2.009E-02 .7188 7463 46 1.19
4 500 5803 1141 2.102E-03 5703 .5903 .36 .81
T1 2000 7159 2125 2.311E-03 .7054 7263 .36 i.53
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2 3

4.00 500 .5803

3.00 500 .7326

2,00 500 7485

1.00 500 .8282

Sig. 2000 1.000 .780 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mcan Sample Size  500.000
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Tabla 48. Comparacion de medias y anilisis de varianza de B esterasas en individues que sobrevivieron de
las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 16.938 3 5.646 96.945 .000
Within Groups 92.951 1596 5.824E-02
Total 109.889 1599
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 1.0489 1372 2.372E-02 1.0217 1.0761 76 1.49
2 500 8780 3620 2.619E-02 .8462 9098 A3 262
3 500 7334 .2068 2.248E-03 7152 7516 .04 1.30
4 500 6920 9.345E-02 | 2.183E-03 6838 .7003 49 .96
T 2000 .7854 .2622 2.554E-03 7725 7982 .04 2.62
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2 3

4.00 500 6920

3.00 500 7334

2.00 500 8780

1.00 500 1.0489

Sig. 2000 222 1.000 _1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500,000,
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Tabla 49. Comparacién de medias y andlisis de varianza de P esterasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5.753 3 1918 49.365 .000
Within Groups 61.996 1596 3.884E-02
Total 67.748 1599
95% Confidence j
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 9327 1025 2.025E-02 9124 9531 73 1.19
2 500 8133 .2498 2.117E-02 7913 8352 32 1.63
3 500 7853 .1686 2.541E-03 7705 .8001 15 1.21
4 500 7044 1770 2.915E-03 6388 7199 41 2.15
Ty 2000 7780 .2058 2.146E-03 7679 .7881 15 2.15
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VARO0000] N 2 3

4.00 500 7044

3.00 500 .7853

2.00 500 8133

1.00 500 9327

Sig. 2000 1.000 387 1.000

Means for groups n homogeneous subseis are displayed.
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 50. Comparacion de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos que sobrevivieron de
las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 5.930E-02 3 1.977E-02 14.137 .000
Within Groups 2.232 1596 1.398E-02
Total 2.291 1599
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1 500 .11397 2.3676E-02 2.37E-03 10928 11867 063 .180
2 500 12469 3.6195E-02 1.62E-03 A2151 12787 054 287
3 500 11380 4.7166E-02 2.11E-03 10965 11794 060 .394
4 500 .10989 2.8745E-02 1.29E-03 10736 11241 051 .231
T1 2000 11599 3.7851E-02 9.46E-03 11414 11785 051 394
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha — .05
VARO00001 N ] 2

4,00 506 16989

3.00 500 .11380

1.00 500 11397

2,00 500 12469

Sig. 2000 613 1.000

Means for groups sn homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size ~ 560 000

129



Tabla 51. Comparacién de medias y andlisis de varianza de oxidasas en individuos que no sobrevivieron
de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 219 3 7.287E-02 12.045 .000
Within Groups 9.656 1596 6.050E-03
Total 9.874 1599
95% Confidence
Std. Interval for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
| 500 13196 8.8915E-02 3.89E-03 12424 13968 071 .285
2 500 12110 5.2357E-02 2.34E-03 11649 12570 043 409
3 500 9.58E-02 | 3.5992E-02 2. 61E-03 9.26E-02 9.89E-02 043 386
¥ 500 11543 12253 5.48E-03 .10466 12619 056 2.742
T 2000 11209 7.8584E-02 4.96E-03 10824 11595 .043 2.742
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha - .05
VARQ0001 N 1 2

3.00 500 9.58E-02

4.00 500 211543

2.00 500 12110

1.00 500 13196

Sig. 2000 1.000 082

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmontc Mcan Sample Size — 500 000
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Tabla 52. Comparacion de medias y analisis de varianza de glutation s-transferasa en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. |
Between Groups 412 3 137 78.753 .000
Within Groups 2.785 1596 1.745E-03
Total 3.197 1599
95% Confidence Interval 1
Sud. for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1) 500 | 7.95E-02 2.6980E-02 2.70E-03 7.4157E-02 | 8.4863E-02 -.015 139
2| 500 | S58E-02 | 5.2612E-02 | 2.35E-03 | S5.1175E-02 | 6.0420E-02 -.047 .264
3| 500 | 8.30E-02 | 44260E-02 | 1.98E-03 | 7.9136E-G2 | 8.6914E-02 -.251 .240
41 500 4.52E-02 | 2.6635E-02 1.19E-03 4.2828E-02 | 4.7508E-02 -.083 142
T{ 2000 ' 6.25E-02 44715E-G2 1.12E-03 | 6.0274E-02 | 6.4559E-02 -251 | .264
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VARO00001 N 1 2 3

4.00 500 4.52E-G2

2.00 500 5.58E-02

1.00 500 7.95E-02

3.00 500 8.30E-02

Sig. 2000 1.000 1.000 783

Means for groups i homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmomc Mean Sample Size — 500 000
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Tabla 53. Comparacion de medias y analisis de varianza de glutatién s- transferasa en individuos que no
sabrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.586E-02 3 1.195E-02 1.029 379
Within Groups 18.546 1596 1.162E-02
Total 18.582 1599
95% Confidence Interval
Std. for Mean
N ‘ Mean Deviation $td. Error Lower Upper Minimum | Maximum
| Bound Bound
1| 500 6.92E-D2 | 5.3737E-02 | 5.37E-03 | 5.8564E-02 | 7.9889E-02 -091 156
2| 500 ~ 5.83E-02 | 6.2790E-02 | 2.81E-03 | 5.2737E-02 | 6.3771E-02 -066 1.229
31 500 5.89E-02 5.8274E-02 2.61E-03 5.3810E-02 | 6.4051E-02 -.145 .280
41 500  S5.10E-02 17104 7.65E-03 | 3.5924E-02 | 6.S981E-02 | -2.634 180
T} 2000 5.69E-02 .10780 2.70E-03 | 5.1583E-02 | 6.2156E-02 | -2.634 1.229
Homogeneous Subsets
Tukey HSD*
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1
4.00 500 5.10E-02
2.00 500 5.83E-02
3.00 500 5.89E-02
1.00 500 6.92E-02
Sig. 2000 230

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmomc Mean Sample Size = 500 000




Tabla 54. Comparacién de medias y andlisis de varianza de acetilcolinesterasa en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4914 3 1.638 373.208 000
Within Groups 7.005 1596 4,389E-03
Total 11.919 1599
95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean Deviation Std. Error Lower Upper Minimum { Maximum
Bound Bound
'} 500 15245 4.8159E-02 | 4.82E-03 .14286 16200 044 255
2| s00 12935 7.4317E-02 3.32E-03 .12282 .13588 -.080 442
31 500 12249 6.3386E-02 | 2.83E-03 11692 12806 -206 515
41 500 | 9.6S5E-03 | 6.3533E-02 | 2.84E-03 | 4.1110E-03 | 4.5276E-02 -.147 .283
T 2000 | 9.13E-02 | 3.6335E-02 | 2.16E-03 3.7022E-02 | 9.5489E-02 -.206 S15
Homogeneous Subsets
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05
VARO0000] N 1 2 3

4.00 500 9.69E-03

3.00 500 .12249

2.00 500 12935

1.00 500 15245

Sig. 2000 1.000 654 1.000

Means for groups mn homogencous subsets arc displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size = 500 000
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Tabla S5. Comparacion de medias y analisis de varianza acetilcolinesterasa en individuos que no

sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig. _|
Between Groups 4.505 3 1.502 371.286 000
Within Groups 6.6455 1596 4.044E-03
Total 10.960 1599
95% Confidence Interval for
Std. Mean
N Mean Deviation Std. Error Upper Minimum | Maximum
Lower Bound Bound
11 500 14622 4.9639E-02 | 4.96E-03 13637 15607 -.002 255
21 500 10869 7.2258E-02 | 3.23E-03 .10234 11503 -.224 331
31 500 12373 7.4340E-02 3.32E-03 11720 13026 -116 389
4] 500 | 6.23E-03 | 4.1220E-02 | 1.84E-03 2.6096E-03 | 9.8531E-03 -122 .366
T 12000 8.37E-03 | 8.2790E-92 2.07E-03 7.9656E-02 7.9656E-02 -.224 .389
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VARO0O0] N 1 ) 3 4

4.00 50¢ 6.238-03

2.00 500 10869

3.00 500 12373

1.00 500 14622

Sig. 2000 1.600 1.000 1.000 1.000

Means for groups m homogencous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Swize = 500 000
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Tabla 56. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible en individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 4914 3 1.638 373.205 .000
Within Groups 7.005 1596 4.389E-03
Total 11919 1599

95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean Deviation Std, Error Lower Upper Minimum | Maximum
Bound Bound
1] 500 15245 4. 8159E-(2 4.82E-03 14289 .16200 044 255
2| 500 12935 74317E-02 | 3.32E-03 12282 13588 -.080 442
3| 500 12249 6.3386E-02 2.83E-03 11692 .12806 -.206 S15
41 500 9.69E-03 6.3533E-02 2.84E-03 4.1110E-03 | 4.5276E-02 -.147 283
T| 2000 | 9.13E-02 | 8.6335E-02 | 2.16E-03 | 3.7022E-02 | 9.5489E-02 -.206 515

Homogeneous Subsets

Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VARO00001 N ] 2 3

4.00 500 9 69E-03

3.00 500 12249

2.00 500 12935

1.00 500 .15245
Sig. 2000 1.000 654 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample S1ze — 500 000
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Tabla 57. Comparacion de medias y andlisis de varianza de acetilcolinesterasa insensible en individuos que
no sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas.

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .863 3 288 9.296 .000
Within Groups 49.369 1596 3.093E-02
Total 50,231 1599
95% Confidence Interval for
Std. Méai
N Mean Deviation | Std. Error = Minimum | Maximum
Lower Bound | Upper Bound
11 500 -6.3E-03 2 6690E-02 267E-03 1 16159E-02 02411E-03 - 060 125
21 s00 -4.9E-02 23222 1 04E-02 6 95233E-02 2 8714E-02 -1137 130
3 500 T.61E-03 1.7960E-02 8.03E-04 6 0337E-03 9 1899E-03 =151 052
41 500 -8.8E-03 21105 9 44E-03 2.73224E02 9 7664E-03 -3 46D 368
T1 2000 | -16E02 17724 4 43E-03 2 48003E-02 7 41795E-03 -3 460 368
Homogeneous Subsets
Tukey HSD®
Subset for alpha = .05
VARO0001 N 1 2

2.00 500 -4.9E-02

4.00 500 -8.8E-03 -8.8E-03

1.00 500 -6.3E-03

3.00 500 7.61E-03

Sig. 2000 .051 725

Meaos for groups n homogeneous subsets are displayed
* Uses Harmonic Mean Sample Size — 500 000
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