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RESUMEN

Se realiz6 un estudio con hembras adultas de Aedes aegypti (L.),
procedentes del Municipio de Torreén, Coahuila, con la finalidad de determinar la
absorbancia y frecuencia de esterasas a y B utilizando botellas impregnadas
con insecticida y una dosis discriminante de 86 ug de concentracion/botella. La
actividad enzimatica de esterasas a en la poblacién de Torreén Coahuila (RR)
fluctu6 entre 0.400 y 0.900 nm mientras que en la poblacién de referencia (New
Orleans RR) la fluctuacién fue entre 0.400 y 0.700 nm, La poblacién de Torreén
Coahuila, mostré una frecuencia poblacional del 13% mayor a los 0.700 nm (26
mosquitos). La actividad enzimatica de esterasas a en la poblacion Torredn
Coahuila (ss) fluctu6 entre 0.200 y 0.700 nm. mientras que en la poblacion de
referencia (New Orleans ss) la fluctuacion fue de entre 0.400 y 0.650 nm, La
poblacién de Torreén Coahuila, mostré6 una frecuencia poblacional del 24%
mayor a los 0.650 nm (48 mosquitos). La actividad enzimatica de esterasas 8 en
la poblaciéon de Torreén Coahuila (RR) fluctué entre 0.500 y 1.050 nm mientras
que en la poblaciéon de referencia (New Orleans RR) la fluctuacion fue entre
0.875 y 1.050 nm. La fluctuacion superior de la poblacion de Torre6n Coahuila,
fue exactamente igual a la poblacion de referencia. La actividad enzimatica de
esterasas B en la poblacién Torredn Coahuila (ss) fluctué entre 0.500 y 0.950
nm. mientras que en la poblacién de referencia (New Orleans ss) la fluctuaciéon
fue de entre 0.900 y 1.200 nm. La fluctuacién superior en la poblacién de Torreén

Coahuila, es menor que la de la poblacién de referencia.
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1. INTRODUCCION

La incidencia de enfermedades transmitidas por mosquitos a animales y
humanos se ha incrementado dramaticamente a nivel mundial (Beerentsen et
al, 2000; Fauci et al., 2005; Johnson et al., 1999; WHO, 2002). En términos de
morbilidad y mortalidad, la malaria, el dengue y leishmaniasis son las
infecciones mas importantes que han resurgido; dentro de éstas, las
infecciones causadas por el virus del dengue son las mas importantes
enfermedades virales transmitidas por artropodos a humanos (Beerentsen et
al., 2000; Fauci et al., 2005; Gratz, 1999; Gubler, 1998; Kautner et al., 1997;
Patz et al., 1996; Rigau-Pérez et al, 1998; Trofa et al., 1997; WHO, 2002).

Se estima que en el mundo actualmente ocurren entre 50 y 100 millones
de casos anuales de dengue clasico (Kautner et al., 1997; Rigau-Pérez et al.,
1998; Gubler, 1998). Entre 1986 y 1990, la Organizacion Mundial de la Salud
reporto 1.5 millones de casos de dengue hemorragico o de sindrome de shock
por dengue; éstos ocasionaron 15,940 decesos (Gubler, 1998; Rigau-Pérez et
al., 1997). En el 2002 se reportdé la muerte de mas de 24,000 personas por
dengue hemorragico o de sindrome de shock por dengue, las muertes
ocurrieron principalmente en nifos de entre 5 y 15 afios (Fauci et al., 2005;
WHO, 2002).

Los serotipos del virus del dengue son transmitidos principalmente por el
mosquito antropofilico, Aedes aegypti (L.), también principal vector urbano del

virus de la fiebre amairilla (Blair et al., 2000; WHO,2002).
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El control de mosquitos, a través de métodos preventivos para impedir el
desarrollo de los mismos y la aplicacion de insecticidas, constituyen las
estrategias base para el manejo de mosquitos vectores de enfermedades. Lo
anterior involucra el problema de desarrollo de resistencia a insecticidas, el cual
limita la utilidad del control quimico (Beerntsen et al., 2000 ).

Lo primordial en un problema potencial de resistencia a insecticidas es
detectar los cambios en la susceptibilidad hacia el insecticida o insecticidas en
una poblacion de vectores dada; ésto puede ser a través de bioensayos con
poblaciones, ensayos quimicos (medicién de enzimas detoxificantes) y ensayos
moleculares o genéticos (Brogdon y McAllister, 1998; Hemingway y Ranson,

-2000; IRAC, 2003).

La disponibilidad y utilidad de los insecticidas se ha visto disminuida
como resultado de la resistencia desarrollada hacia ellos. Por lo tanto, la
deteccion de cambios en la susceptibilidad de una poblacion de vectores,
proporcionara las bases para un mejor manejo de los mismos (Hemingway y
Ranson, 2000).

En la region Lagunera y particularmente en el municipio de Torreén
Coahuila, se carece de informacién sobre la susceptibilidad de las poblaciones de
Ae. aegypti (L.) hacia los diferentes insecticidas recomendados para su control,
ya sea a través de bioensayos con poblaciones, ensayos quimicos (medicion
de enzimas detoxificantes) o de ensayos moleculares o genéticos.

Por anterior se plantea el presente ensayo quimico, el cual sera la base

para otros ensayos de enzimas detoxificantes a y B.



Objetivo

Determinar a través de un ensayo quimico, la absorbancia y frecuencia
de esterasas a y B en una poblacién de Ae. aegypti (L.) del Municipio de
Torreén, Coahuila.
Hipoétesis

La poblacion de Ae. aegypti (L.) del Municipio de Torreén, Coahuila
difiere en cuanto a absorbancia y frecuencia de esterasas a y B en relacién a

otras poblaciones.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcion del area de estudio

El municipio de Torredn, se localiza en la parte oeste del sur del estado
de Coahuila, entre las coordenadas 103° 26°33" longitud oeste y 25° 32" 40"
latitud norte, a una altura de 1,120 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte
y al este con el municipio de Matamoros, Coahuila; al sur y al oeste con el
estado de Durango. Comprende una superficie de 1,947.70 kilémetros
cuadrados, que representan un 1.29% del total de la superficie del Estado
(GEC, 2004; SOATCM, 2004).

Fisica y geograficamente esta conformado por una planicie semidesértica
con un clima caluroso y un alto grado de aridez. Esta planicie con grandes
llanuras resecas, bolsones y valles muy extensos, cuenta con pocas
prominencias orograficas. Estas son de gran importancia no obstante que son
sierras y cerros de mediana elevacion. Al noreste del municipio se ubica la
sierra de Jimulco y al sureste la sierra de la Candelaria. Ademas, dentro del
municipio se ubican los Cerros de la Cruz y de las Calabazas (GEC, 2004)

El rio Aguanaval entra por el sur del municipio, desplazandose hacia el
oeste. El rio Nazas se localiza en el norte del municipio y sirve como limite con
el estado de Durango; El agua que se desplaza por este rio se capta en las
presas Lazaro Cardenas y Francisco Zarco y se emplea para irrigar a la zona
agricola mas importante de la entidad. Ambos rios son los Unicos en México
que no desembocan en el mar, sino en la formaciéon de lagunas, de ahi el

nombre de Comarca Lagunera (GEC, 2004; SOATCM, 2004).
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El clima en el municipio es del subtipo seco semicalido. La temperatura
media anual es de 20 a 22° C y la precipitacién media anual se encuentra en el
rango de los 100 a 200 milimetros en la parte noreste, este y suroeste, y de 200
a 300 en la parte centro-norte y noroeste, con régimen de lluvias en los meses
de abril a octubre y precipitaciones escasas de noviembre a marzo. Los vientos
predominantes tienen direccion sur con velocidad de 27 a 44 km/h. La
frecuencia de heladas es de 0 a 20 diés y granizadas de 0 a 1 dia en la parte
norte-noroeste, sur-oeste, y de uno a dos dias en la parte sureste (GEC, 2004;

SOATCM, 2004).

2.2. Los mosquitos como vectores de enfermedades

A través de la historia, los mosquitos han ocupado una posicion
importante como plaga insectil, pero fue hasta después del siglo XIX cuando
estos artropodos fueron identificados como agentes responsables de la
transmisién de algunas de las enfermedades mas devastadoras al hombre
(WHO, 1986; Gubler y Hayes, 1992; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

Alrededor del mundo, los mosquitos son responsables de la transmision
de enfermedades a millones de personas cada afo. Estas enfermedades
incluyen encefalitis, malaria (paludismo), filariasis, fiebre amarilla y dengue

(Borror et al., 1989; USDHHS, 1993; Beerntsen et al., 2000).

2.2.1. Encefalitis
Una alta proporcién de los virus transmitidos por artrépodos a los

humanos son transmitidos por mosquitos. Muchos de estos virus son
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responsables de causar encefalitis. Esta enfermedad es poco comun y afecta
aproximadamente a 1500 personas en los Estados Unidos cada afo. Las
personas de edad avanzada y los nifios menores de un afio son mas
vulnerables y pueden presentar una sintomatologia mas severa de la
enfermedad (USDHHS, 1993; OPS, 1995; Kleiner-Fisman, 2001).

La encefalitis afecta al sistema nervioso central. Una vez que el virus ha
entrado en el torrente sanguineo, puede ubicarse en el cerebro ocasionando
inflamacion del tejido cerebral y de las membranas que lo rodean. En las
personas que sobreviven a los casos severos de la enfermedad se pueden
presentar lesiones neurolégicas permanentes que incluyen problemas con la
memoria, lenguaje, vision, audicion, control muscular y sensibilidad (Acha y
Szyfres, 1986; WHO, 1986; Gubler y Hayes, 1992; USDHHS, 1993; OPS, 1995:
Kleiner-Fisman, 2001).

Los cinco grandes tipos de encefalitis arbovirales en Norte América son:
Encefalitis equina del este (EEE, por sus siglas en inglés) , Encefalitis equina
del oeste (WEE, por sus siglas en inglés), Encefalitis de San Luis (SLE, por sus
siglas en inglés), Encefalitis de La Crosse (LAC, por sus siglas en inglés) y
Encefalitis equina de Venezuela (VEE, por sus siglas en inglés), cada una
causada por un virus diferente o un complejo viral (Acha y Szyfres 1986;
WHO1986; Gubler y Hayes, 1992; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

A partir de 1999 aparecié un nuevo virus llamado el virus del Oeste del
Nilo, el cual ha causado muertes por encefalitis en la ciudad de Nueva York

(Goddard et al., 2003).



2.2.2. Malaria (paludismo)

Esta enfermedad es causada por varias especies de protozoarios
pertenecientes al género Plasmodium (P. vivax, P. falciparum, P. malariae y P.
ovale). Los patdégenos son transmitidos de persona a persona por la picadura
de los mosquitos del género Anopheles. Existen alrededor de 17 especies de
Anopheles en Norte América, pero solo tres son vectores de esta enfermedad:
A. quadrimaculatus, A. freeborni y A. hermsi (Acha y Szyfres, 1986; USDHHS,
1993).

La malaria o paludismo, es una de las enfermedades mas importantes en
el mundo. Es tipica de los paises tropicales y subtropicales, aunque también se
observa en zonas templadas. Su diseminacién se reduce a medida que se
incremente la distancia del Ecuador. Se presenta sobre todo en terrenos
cenagosos, deltas de rios, zonas inundadas y valles pantanosos. Los médicos
de la antigliedad ya conocian esta fiebre intermitente, que hasta la actualidad
no ha podido erradicarse, a pesar de conocerse su etiologia y mecanismos de
transmision (Acha y Szyfres, 1986) y de las medidas recomendadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En México hasta finales de la década
de los ochenta se habian reportado frecuencias de 3-10 por cada mil

nacimientos en areas endémicas (Acha y Szyfres, 1986; Huerta ef al. 1999).

2.2.3. Filariasis
Es una enfermedad parasitaria, infecciosa causada por la filaria o
nematodo; la OMS, estima que alrededor de 250 millones de personas en todo

el mundo son infectadas con los nematodos Wuchereira bancrofti y Brugia
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malawi, transmitidos por mosquitos (WHO, 1974; Acha y Szyfres, 1986). Los
nematodos adultos viven en varias partes del sistema linfatico, produciendo
inflamacion en las extremidades, conocida como filariasis Bancrofitiana y
Brugiana (WHO, 1974; Acha y Szyfres, 1986; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

Esta enfermedad es extremadamente rara en los paises occidentales y
es endémica en muchos paises tropicales y subtropicales de Asia, Africa,
Centroamérica y Sudamérica (Avellaneda e Izquierdo, 2003).

Las especies de los géneros Culex y Aedes, se han reportado como
vectoras de estos nematodos. Las personas pueden portar los parasitos sin
sintomas aparentes, pero en otros casos, el nematodo puede causar
inflamacion y otras complicaciones (USDHHS, 1993; OPS, 1995).

En algunas personas que han estado sometidas a repetidas infecciones,
puede haber inflamacién de genitales, pecho o piernas, recibiendo el término
clinico de elefantiasis por el ens'anchamiento de las partes afectadas (USDHHS,

1993).

2.2.4. Fiebre amarilla

La fiebre amarilla, es una enfermedad viral transmitida a humanos por la
picadura del mosquito Ae. aegypti (L.). También es conocida como mal de Siam
o fiebre de Barbados. Es una enfermedad infecciosa aguda, de rapida
evolucion; su gravedad puede ser variable. Independientemente de su
intensidad, una vez padecida se adquiere inmunidad de por vida (Acha y

Szyfres, 1986; UN, 2003).
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Se manifiesta generalmente en brotes epidémicos de alta mortalidad en

las regiones de Africa, Centroamérica y Sudamérica (Acha y Szyfres, 1986; UN,
2003).

Existen dos o tres tipos epidemiol6gicos distintos de la enfermedad que se

encuentran en América. Los mas afectados por la fiebre amarilla son los

humanos y los monos. Su transmisién se puede producir de un animal a otro o

por la picadura de un mosquito. Existen tres formas diferentes de transmision:

e Silvestre o esporadica: Se da en los bosques tropicales. Se presenta por
la picadura de un mosquito portador. Suele ser poco frecuente.

e Intermedia: Tipica de las sabanas himedas o semihimedas de Africa.
Produce varios casos de manera simultinea y en poblaciones
separadas. Causa pocas muertes, pero si no se controla puede generar
la epidemia de fiebre amarilla urbana, la mas grave.

e Urbana o epidémica: El mosquito Ae. aegypti actia como agente
transmisor entre las personas en zonas de alta densidad de poblacion,

generando la epidemia (Acha y Szyfres, 1986; UN, 2003).

Los tres tipos epidemiolégicos son causados por el mismo virus:
afortunadamente los humanos pueden ser protegidos por una vacuna

(USDHHS, 1993; OPS, 1995; UN, 2003).
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2.2.5. Dengue

El agente etiolégico de la enfermedad del dengue, es el virus del dengue.
Existen cuatro serotipos del virus (ARN) llamados DEN-1, DEN-2, DEN-3 y
DEN-4; que pertenecen al género Flavivirus, y a la familia Flaviviridae (Kautner
et al, 1997; Gubler, 1998; Palmer et al., 1999; Watts et al., 1999; White,
1999).

El virus del dengue se aislé por primera vez en el Pacifico Asiatico
durante la Il Guerra Mundial. Este fue identificado por el Dr. Albert Sabin,
cuando trabajé en el ejercito de los Estados Unidos en la comisién del dengue
y fiebre de los mosquitos de la arena. Actualmente dentro de cada serotipo, los
virus se pueden dividir en varios genotipos, que son genéticamente distintos
pero tienen entre un 60 y 80% de homologia estructural proteinica (Gubler,
1998; White, 1999).

Datos actuales sugieren que hay dos genotipos de DEN-1, cinco
genotipos de DEN-2, cuatro genotipos de DEN-3 y dos genotipos de DEN-4. Se
dice que el virus cambia biolégicamente con el movimiento de poblaciones, pero
no se han realizado estudios relacionados con estos cambios biolégicos
(James, 1996; Gubler, 1998; Rigau-Pérez et al., 1998; White, 1999).

La cadencia de mutacién del genoma del virus del dengue es
desconocida, pero algunos datos sugieren que la cadencia se presenta bajo el
orden de 0.3 a 0.43% cambios por afio. Se requieren mas trabajos en esta area
usando las herramientas moleculares modernas (Kautner et al., 1997; Gubler,

1998).
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En humanos, la infeccién del dengue causa un espectro de enfermedad
que va desde un rango de sindrome viral no especifico, llamada dengue clasico,
hasta la severa enfermedad hemorragica que puede causar la muerte (Jelinek
etal., 1997; Trofa et al., 1997; Gubler, 1998).

A las formas severas de la enfermedad se les conoce como dengue
hemorragico y shock por dengue. Los cuatro serotipos pueden causar dengue
clasico, fiebre hemorragica por dengue y shock por dengue, pero la forma
severa parece estar asociada con DEN-2 y DEN-3. El riesgo para el desarrollo
de dengue hemorragico, se incrementa en areas endémicas en donde se
encuentran circulando simultdneamente dos o mas serotipos (Palmer et al.,
1999).

El dengue clasico, dengue hemorragico y shock por dengue, se
caracterizan por un ataque subito de fiebre, normalmente de 2 a 7 dias de
duracion y una variedad de signos y sintomas nada especificos. Durante la fase
aguda de enfermedad, es dificil distinguir dengue hemorragico y shock por
dengue de dengue clasico y otras enfermedades virales. La fase critica de
dengue hemorragico y shock por dengue, ocurre frecuentemente 24 horas
despues de que la temperatura del enfermo cae por debajo de lo normal.
Durante este tiempo, normalmente se presentan manifestaciones hemorragicas
asi como problemas circulatorios. (James, 1996; Rigau-Pérez et al., 1998).

El periodo de incubaciéon en el humano, puede ser de 3 a 14 dias;
regularmente es de 4 a 6 dias. Los virus producen una viremia y se pueden
aislar de la sangre durante la fase aguda de la enfermedad. Se han aislado

virus de la mayor parte de los principales érganos como pulmones, rifiones,
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bazo, nodos linfaticos y corazén. No existe atin ninguna evidencia clara de que
los virus del dengue infecten al sistema nervioso central (James, 1996; Kautner
et al., 1997; Trofa et al., 1997; Gubler, 1998).

La infeccion con un serotipo, proporciona inmunidad durante toda la vida
a la infeccién del mismo serotipo; no se presenta inmunidad cruzada. Una
infeccion posterior con un serotipo diferente generalmente ocasiona dafios
severos (Humar y Keystone, 1996; Palmer et al., 1999).

El dengue es una enfermedad viral transmitida de persona a persona por
mosquitos. Esta es endémica en casi todas las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. El virus se multiplica en el mosquito y éste infecta al
hombre de ocho a catorce dias después de que haya entrado al torrente
sanguineo. Los mosquitos pueden infectar a otras personas durante su

alimentacién de sangre humana (Gubler, 1998).

2.3. Caracteristicas generales de los mosquitos.

Los mosquitos son pequefios insectos, de patas largas, con un par de
alas membranosas, pertenecientes al orden Diptera y a la familia Culicidae. Los
adultos se diferencian de las moscas que pertenecen al mismo orden, en que
poseen tres caracteristicas en combinacién: antenas largas y segmentadas,
probéscide (pico) alargada y escamas en las venas y margen de las alas. Es un
grupo grande de insectos que comprende mas de 3,000 especies. Existen
aproximadamente 165 especies y subespecies en Norteamérica con 13 géneros

distribuidos en 3 subfamilias (Borror et al., 1989; USDHHS, 1993).
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La clasificacion de mosquitos con importancia médica es la siguiente
(Borror et al.,1989):
Orden: Diptera (moscas, tabanos, mosquitos)
Suborden: Nematocera
Infraorden: Culicomorpha
Superfamilia: Culicoidea
Familia: Culicidae (mosquitos verdaderos)
Géneros: Aedes
Anopheles
Culex

Psorophora

2.4. Caracteristicas del género Aedes

El genero Aedes incluye mas de 500 especies distribuidas desde
regiones polares a las tropicales. Una gran parte de los mosquitos presentes en
Norteamérica pertenecen a este género, el cual incluye muchos de los insectos
que son vectores de enfermedades. Existen mas de 70 especies de Aedes
conocidas en los Estados Unidos y cerca de 40 son muy conocidas en muchas
regiones. En general los mosquitos del género Aedes adquieren gran
importancia principalmente en los trépicos (WHO, 1986; Borror et al., 1989:
Gubler y Hayes, 1992; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

Las caracteristicas de las especies del género Aedes son la ovipostura
individual en el suelo, en la superficie del agua, en paredes o vegetales en la

superficie del agua. Los huevos de algunas especies pueden soportar grandes
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periodos de sequia y frio. Algunas especies tienen una sola generacion por
afo, otras tienen varias generaciones, dependiendo de la precipitacion pluvial o
de la irrigacion de su habitat. Las especies de Aedes, cuando viven en regiones
con inviernos frios, pasan el invierno en estado de huevo (WHO, 1986; Borror et
al., 1989; Gubler y Hayes, 1992; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

Los lugares de cria de las larvas son extremadamente variables. En
general, las larvas se encuentran en depositos de agua temporales formados
por la lluvia, nevadas o inundaciones. Algunas especies viven en aguas de
marismas (USDHHS, 1993); se han adaptado a las practicas de riego y pocas
especies viven en huecos en los arboles (OPS, 1995).

Practicamente todas las especies de Aedes son hematéfagas, por lo cual
llegan a ser médicamente importantes. El horario de picadura puede variar
segun la especie, algunas especies pican solamente durante el dia y otras
pican entre el dia y la noche (USDHHS, 1993). Los rangos de vuelo son
extremadamente variables, existen desde las especies domésticas, hasta las de
rango de vuelo amplio (WHO, 1986; USDHHS, 1993; Gubler y Hayes, 1992:

OPS, 1995).

2.5. Caracteristicas de Aedes aegypti (L.)

El mosquito Ae. aegypti (L.) es conocido como el mosquito transmisor
de la fiebre amarilla y el dengue. Este es pequefio, negro y puede ser
identificado por las escamas plateadas a blancas en forma de lira griega en la

parte dorsal del torax y las bandas del mismo color en los segmentos tarsales
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de las patas (WHO, 1986; Borror et al., 1989; Gubler y Hayes, 1992; USDHHS,
1993; OPS, 1995)

Ae. aegypit, en su origen, es considerado como una especie tropical que
fue introducida a América desde el Continente Africano. Actualmente es
considerada una especie casi cosmopolita (USDHHS, 1993). La introduccién a
Ameérica de esta especie, probablemente se realizé a bordo de los barcos que

cruzaban el Atlantico como parte del mercado de esclavos (Bisset, 2002).

2.4.1. Ciclo de vida

2.5.1.1. Huevo

Los huevos de Ae. aegypti, son depositados en el margen de superficies
humedas dentro de contenedores artificiales como latas, jarras, piletas o
reservorios de agua de lluvia. Las llantas de automévil abandonadas
proporcionan un excelente habitat larvario y un sitio de reposo para los adultos
(WHO, 1986; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

Los huevos, son alargados en forma de puro y miden menos de un
milimetro de longitud. Recién ovipositados presentan una coloracién blanca,
llegando a un tono oscuro en aproximadamente dos horas (OPS, 1995). Son
colocados individualmente en las orillas de los contenedores sobre la linea
superficial del agua, pudiendo eclosionar en dos o tres dias cuando las
temperaturas ambientales son altas. Posteriormente, los huevos tienen la
capacidad de resistir desecacion y temperaturas extremas durante siete meses
0 un afo. Los huevos eclosionan cuando se sumergen en agua (OPS, 1995;

USDHHS, 1993; WHO,1986).

e,

Y

DY
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2.5.1.2. Larva

En climas tropicales, las larvas de Ae. aegypti pueden ser encontradas

en cavidades de plantas arbéreas o herbaceas. Estas miden de uno a siete
milimetros de longitud en el cuarto instar larvario. Las larvas se alimentan de
microorganismos acuaticos. El tiempo total de desarrollo de los cuatro instares
larvarios, depende de la temperatura del agua y de la dieta alimenticia. Esta
fase puede ser completada entre seis y diez dias. La larva muere a

temperaturas menores de 10° C y mayores de 44° C (OPS, 1995; WHO, 1986).

2.5.1.3. Pupa
La pupa de Ae. aégypti es comunmente conocida como maromero, no
requiere alimentacion y a una temperatura entre 28° y 32° C ésta fase se

cumple en uno a tres dias. Las temperaturas bajas pueden retrasar esta fase

(WHO, 1986; USDHHS, 1993; OPS, 1995).

2.5.1.4. Adulto
Ae. aegypti es un mosquito de tamafio medio de colores oscuros,
facilmente reconocible por un patrén de manchado de escamas blancas-
plateadas en forma de lira griega sobre en la parte dorsal del térax. Los
segmentos tarsales del 1° al 4° en la pata posterior, poseen amplios anillos
basales blancos. El quinto segmento es completamente blanco. La coloracion,

tanto en hembras como machos es similar (WHO,1986; OPS, 1995).
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2.5.1.5. Alimentacion sanguinea

El mosquito vector del dengue y la fiebre amarilla, es una especie
peridoméstica, o sea no se encuentra en lugares alejados del habitat humano.
Esta especie es particularmente abundante en pueblos y ciudades. Se alimenta
principalmente en las primeras horas de la mafana o las ultimas de la tarde,
aunque las hembras pueden alimentarse durante la noche con iluminacion
artificial. La sangre de humanos es preferida sobre la de otros animales, siendo
el tobillo el area favorita de alimentacién. Los adultos frecuentemente residen
dentro del hogar en lugares sombreados como guardarropas, gabinetes o

armarios (WHO,1986; OPS, 1995).

2.5.1.6. Distribucion
Las latitudes limite de Ae. aegypti son 45° Norte y 40° Sur del ecuador.
La distribucion se encuentra mas estrechamente relacionada con las isotermas
de 10° C (Severson et al., 2004). Las estimaciones de la distribucién y densidad
de Ae. aegypti son afectadas por los factores limitantes de latitudes, altitudes,
temperatura, precipitacion, humedad, estaciéon, habitat y dispersion. Las
temperaturas promedio durante la estacidon de lluvia estan estrechamente

relacionadas con el factor de riesgo de infecciones de dengue (OPS, 1995).

2.5.1.7. Dispersion
La disponibilidad de habitat influencia el rango de dispersién dentro de
una poblacion. Se ha encontrado que la mayoria de los mosquitos de la especie

Ae. aegypti, ovipositan dentro de un rango de 90 m de su lugar de origen,
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algunos en un rango de 90 a 150 m Yy muy pocos en el rango de 150 a 430 m

(WHO,1986; OPS, 1995).

2.6. Control de mosquitos

Para el control de mosquitos, se requiere de conocimientos profundos
sobre los habitos de cada una de las especies, asi como las caracteristicas
climaticas y topogréficas del lugar a tratar (Olkowski et al., 1992).

Los mosquitos pueden controlarse a través de dos tipos de estrategias: a)
indirectas, al eliminar los sitios de cria, b) directas, eliminando a larvas o adultos
a través del control fisico, biolégico o quimico (Olkowski et al., 1992; USDHHS,

1993; USEPA, 2003).

2.6.1. Estrategias indirectas

Las estrategias indirectas se basan principalmente en la modificacién del
habitat, por ejemplo drenar los lugares de cria (Borror et al.,, 1989), promover el
drenaje de los techos de las casas habitacion y eliminar los depdsitos de agua,
charcas y la limpieza de desagUeé, evitando el desarrollo de altas poblaciones de
mosquitos (Olkowski et al., 1992; OPS, 1995: Collins y Paskewitz, 1995).

Un método fisico util para protegerse de la picadura de los mosquitos, es
el uso de las telas mosquiteras, en ventanas, puertas y casas de campaiia
(USDHHS, 1993). Ademas, cundo las personas estan a la intemperie existen

velos y pabellones que evitan la picadura de los mosquitos cuando las personas

estan a la intemperie (Olkowski et al., 1992).
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2.6.2. Estrategias directas
Las estrategias directas estan enfocadas a eliminar algun estado de
desarrollo del mosquito, utilizando control biolégico y/o quimico (OPS,1995:

Olkowski et al., 1992).

2.6.2.1. Control biolégico

Los organismos considerados agentes de control biolégico incluyen
depredadores y entomopatdgenos. En cuerpos de agua como lagos, estanques y
lagunas, se han introducido algunas especies de peces como Gambusia affinis,
Poecillia reticulata y del género Tilapia que se alimentan de larvas de mosquitos
(OPS, 1995; Olkowski et al., 1992).

La bacteria Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), ofrece una
posibilidad para controlar las larvas de mosquitos de una manera altamente
selectiva. Su toxina actia como veneno estomacal Yy su accion es rapida (OPS,
1995; USDHHS, 1993; Olkowski et al., 1992).

Existe un nematodo, Romanomermis culicivorax que ataca a las larvas de
mosquitos. Este se utiliza como un larvicida altamente selectivo, pudiendo
permanecer viable por varios afios debido a que una vez introducido a un habitat

acuatico se reproduce en las larvas de mosquito hasta alcanzar un balance con

su huésped (Olkowski et al., 1992).
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2.6.2.2. Control quimico

En el mercado existe una gran variedad de sustancias quimicas para el
control de mosquitos. Entre estos se encuentran repelentes, aceites superficiales
y los insecticidas (Olkowski et al., 1992; OPS, 1995: USDHHS, 1993; Ware y
Whitacre, 2004).

Donde se tenga que utilizar insecticidas para el control de larvas, se
recomienda que el producto usado, sea diferente que el empleado para
controlar adultos. Un ejemplo es el uso de temefds, que es un larvicida y
malation, que es un adulticida. El grado de control con larvicidas, dependera del
pH y la contaminacién del agua, asi como de la cantidad y tipo de vegetacion
presente en el sitio de cria (USDHHS, 1993).

Uno de los métodos mas antiguos, pero efectivos, para matar larvas de
mosquitos, es la aplicacion de aceites de petroleo sobre la superficie de cuerpos
de agua, tratando de formar una pelicula que impida el intercambio gaseoso; sin

embargo, esta tactica es ecolégicamente incompatible (Olkowski et al., 1992).

2.6.2.3. Clasificacion de los insecticidas
Actualmente los insecticidas utilizados para el control de vectores
pertenecen a los grupos de: organoclorados (OCs), ciclodienos, organofosfatos
(OFs), carbamatos y piretroides, aunque actualmente se utilizan a gran escala
insecticidas microbianos y reguladores del crecimiento (Ware y Whitacre, 2004).

Los insecticidas seglin su modo de accién pueden penetrar en el cuerpo del

insecto por una de las siguientes vias:
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e Por contacto: el insecticida penetra a través de la cuticula del insecto
hasta alcanzar el sitio de accion, ejemplo: OFs (malation), OCs (DDT),
piretroides (permetrina) o carbamatos (propoxur), o analogos de las
hormonas juveniles (metropreno) e inhibidores del crecimiento de la
quitina (diflubenzurén).

e Via oral: el insecticida es ingerido y absorbido a través del intestino,
ejemplo: insecticidas bacteriolégicos, como B. thuringiensis  var.
israelensis, el cual actua liberando una endotoxina que destruye las
células de la pared del intestino medio.

e Fumigantes: el insecticida penetra al cuerpo del insecto a través de los
espiraculos del sistema respiratorio. El diclorvos, es un insecticida que

ademas de actuar por contacto lo hace también por esta via.

2.6.2.4. Sitio de accion de los insecticidas
e Insecticidas organofosfatos (Ops)

Los OPs actian inhibiendo ciertas enzimas importantes del sistema
nervioso, particularmente la colinesterasa (ChE). Se dice que la enzima esta
fosforilada cuando se liga al medio fosforo del insecticida, esta liga es
irreversible. Esta inhibicién resulta en la acumulacién de acetilcolina (ACh)
en las uniones o sinapsis neurona/neurona y neurona/musculo
(neuromuscular), causando contracciones rapidas de los musculos

voluntarios y finalmente paralisis (Reiner, 1971; Ware y Whitacre, 2004).
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¢ Insecticidas carbamatos

Los carbamatos inhiben la colinesterasa (ChE) de la misma manera que

lo hacen los OPs y se comportan de una manera casi idéntica en los sistemas
biolégicos, pero con dos diferencias principales. Algunos carbamatos son
potentes inhibidores de la aliesterasa (esterasas alifaticas miscelaneas cuyas
funciones exactas no son conocidas) y su selectividad algunas veces es mas
pronunciada contra la ChE de diferentes especies. Segundo, la inhibicién de la
ChE por los carbamatos es reversible. Cuando la ChE es inhibida por un
carbamato, se dice que esta carbamilada, de la misma manera que un OP
resulta en que la enzima esté fosforilada. En insectos, los efectos de los OPs y
los carbamatos son principalmente el envenenamiento del sistema nervioso
central, porque la unién neuromuscular de los insectos no es colinérgica, como
lo es en los mamiferos. Las Gnicas sinapsis colinérgicas que se conocen en los
insectos estan en el sistema nervioso central (se cree que la transmision en la
union quimica neuromuscular de los insectos es el acido glutamico) (Reiner,

1971; Ware y Whitacre, 2004).

o Insecticidas piretroides
El sitio de accién preciso de los piretroides a nivel molecular continta
siendo estudiado. Estos actlian en la membrana nerviosa, interfiriendo en
cambios estructurales de las proteinas en la interfase lipido-proteina,
provocando un retardo en el cierre de los canales de sodio después que el
impulso ha pasado (Bisset et al., 1990; Ware y Whitacre, 2004; Zerva, 1988).

Estudios electrofisiolégicos en invertebrados sefialan que el mecanismo
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de accién de los piretroides esta asociado con el canal de sodio de la
membrana nerviosa.

De acuerdo con la ausencia o a la presencia del grupo ciano en la parte
alcohdlica, los insecticidas piretroides son clasificados como tipo 1 y tipo 2.
Cada uno de estos 2 tipos tienen un modo de accién neurofisiologico diferente y
un sitio blanco diferente (Casida, 1970; Ware y Whitacre, 2004).

Los piretroides tipo 1 actian sobre todo en los nervios periféricos,
mientras que los que pertenecen al tipo 2 poseen fundamentalmente acciones
al nivel central (Miller, 1988).

Los piretroides tipo 1 causan descargas repetitivas en las fibras
nerviosas como resultado de la prolongacion de la corriente de sodio. Este
efecto no resulta en una gran despolarizacion de la membrana y hasta ahora no
se ha notado un bloqueo de la conduccién del impulso nervioso (Laufer et al.,
1985; Lund y Narahashi, 1983; Narahashi, 1985; Ware y Whitacre, 2004).

La disminucion de la fase de repolarizacion del potencial de accién, bajo
el efecto del piretroide, puede originar la aparicién de una actividad eléctrica
repetitiva. Los piretroides tipo 2 causan una despolarizacién de la membrana
nerviosa y bloquean la conduccién del impulso a causa de una corriente de
sodio extremadamente prolongada (Miller, 1988; Ware y Whitacre, 2004).

Los piretroides se fijan sobre el canal de sodio cuando existe una
posicion abierta, provocando una cinética lenta sobre el cierre del canal de
sodio, por lo que se produce una prolongaciéon de apertura del canal, lo que
corresponde a una prorroga de la fase de despolarizacién del potencial de

accion (Ware y Whitacre, 2004).
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Aunque se menciona que el mecanismo de accién de los piretroides esta
comunmente asociado con efectos en el canal de sodio, se reconocen varias
hipotesis adicionales. Se propone que la actividad de los piretroides tipo 2 esta
asociada con la unic’)h en el complejo del receptor GABA (acido gamma amino
butirico) y que los compuestos tipo 1 actGian en un sitio diferente del sistema
nervioso. Una hipétesis adicional, considera que el modo de accion de los
piretroides, incluye efectos en los sistemas Ca-MgATPasa (Clark y Matsumura,
1982; Clark y Matsumura, 1987), y efectos en receptores nicotinicos a la ChE
(Eldefrawi et al., 1985; Sherby et al., 1986).

La actividad letal de los piretroides involucra la accién en las neuronas
centraleé y periféricas, mientras el efecto knockdown es probablemente
producido por intoxicaciéon periférica. Esto implica el estudio de su modo de
accion porque no esta claro cual sitio de accion (central o periférico) es el mas
importante como causante del efecto letal (Zerva, 1988).

Todos los piretroides son ésteres carboxilicos y tanto su parte alcohélica
como su parte acida pueden tener varios isémeros, pero no todos muestran los

mismos niveles de actividad biolégica (Casida, 1970; Ware y Whitacre, 2004).

2.7. Resistencia

La resistencia es definida como el desarrollo de la habilidad para tolerar
dosis de toxicos, las cuales resultarian letales a la mayoria de los individuos en
una poblacion normal de la misma especie (WHO, 1957). Segun la FAO (1970),
es una respuesta disminuida de la poblacién de una especie de animales o

plantas a un plaguicida o agente de control como resultado de su aplicacion.
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2.7.1. Resistencia cruzada y resistencia maultiple

Se utiliza el término resistencia cruzada para definir el mecanismo por el
cual un simple gen confiere resistencia a un nimero de quimicos del mismo
grupo, tal es el caso de las fosfotriesterasas que brindan resistencia a varios
organofosfatos, o a diferentes grupos, como el gen kdr que confiere resistencia
al DDT vy a los piretroides (WHO, 1957).

Se utiliza el término de resistencia multiple cuando dos mecanismos de
resistencia o mas estan operando en el mismo insecto. Cuando dos
mecanismos de resistencia actian sobre un mismo insecticida, el nivel de
resistencia es a menudo mucho mayor que la adiciéon simple de los niveles de
resistencia conferidos por ambos mecanismos de forma independiente. El
término de resistencia multiple no necesariamente involucra el término de
resistencia cruzada, ya que un insecto puede ser resistente a dos insecticidas o
mas y cada resistencia puede ser atribuida a diferentes mecanismos (Bisset,

2002).

2.8. Resistencia a insecticidas

La resistencia a insecticidas se ha registrado en los principales insectos
vectores de enfermedades. Hasta 1992, la lista de especies vectoras
resistentes a insecticidas incluia 56 Anofelinos y 36 Culicidos, piojo del cuerpo,
chinche de la cama, Triatdbmidos, ocho especies de pulgas y nueve especies de
garrapatas (WHO, 1992; IRAC, 2003). Otros insectos importantes en salud
publica, como ciertas especies de moscas y cucarachas, muestran resistencia

en todos los géneros. La resistencia se ha desarrollado hacia varias clases de



26
insecticidas quimicos, biolégicos asi como a los reguladores de crecimiento.

(Brogdon y McAllister, 1998).

Los reportes de resistencia sobre especies vectoras y su distribucién
regional o nacional, se basan en un conjunto de datos simples en un solo punto
del pais o regién y pueden tener afios o décadas de antigiledad. No todas las
investigaciones sobre problemas de resistencia y su manejo pueden resultar
practicas. Aunque se cuenta con medidas de control alternativas al uso de
insecticidas, los problemas de resistencia a medicamentos o la disponibilidad y
costo de las vacunas, hacen que el control de vectores sea una opcién
importante (Hemingway y Ranson, 2000).

La disponibilidad de insecticidas ha disminuido como resultado de la
resistencia y se ha exacerbado por efectos de registro en el mercado, los cuales
son restringidos en cuanto a tiempo, especialmente a partir de la pasada

década (Brogdon y McAllister, 1998).

2.8.1. Factores que influencian el desarrollo de resistencia

El desarrollo de resistencia a insecticidas en campo es multidimensional,
ya que depende de la interaccién de diferentes factores que pueden ser
clasificados en las siguientes categorias (WHO, 1992 y WHO, 1980):

A. Genéticos.
e Rango de mutacion y frecuencia de genes de resistencia (R).
o Expresion y dominancia del gen de resistencia (R).

e Capacidad relativa del genotipo.
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B. Reproduccién.

e Generaciones por ano.

e Densidad poblacional.

e Monogamia / Poligamia, partenogénesis y otras variaciones.
C. Comportamiento y ecologia.

e Migracion de la poblacién en estudio.

e Disponibilidad de insecticidas.

e Variacion de condiciones ecoldgicas (en tiempo y espacio).

e Monofagia / Polifagia.
D. Operacionales.

e Caracteristicas quimicas de los insecticidas utilizados.

e Proporcién de la poblacién expuesta a los insecticidas.

e Dosis de insecticida a que fueron expuestos los insectos.

e Heterocigotos muertos.

o Persistencia del insecticida.

o Existencia de refugios (areas no aplicadas).

e Ruta de exposicion.

o Estado de vida expuesto (antes o después de la cépula/ovipostura).

e Interaccion de los insecticidas con métodos de control genético o

biolégico.
e Uso de mezclas de insecticidas; patrén de aplicaciones.

e Relaciéon de machos susceptibles.
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2.8.2. Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia tienen bases bioquimicas. Las dos
principales formas de resistencia bioquimica son; resistencia en el sitio de
accion, que ocurre cuando el insecticida no se “liga en tiempo” a este sitio y
resistencia por detoxificaciéon de enzimas, que ocurre cuando esterasas,
oxidasas, o glutation S-transferasas (GST) modifican o incrementan sus niveles
de actividad, evitando que el insecticida alcance su sitio de accién (Brogdon y

McAllister, 1998).

2.8.2.1. Mecanismos de resistencia en el sitio de accién

Las alteraciones de aminoacidos responsables del ligamiento de
insecticidas en su sitio de accién, pueden ocasionar que el insecticida pierda su
efectividad. El sitio de accién de los insecticidas organofosfatos (p. ej., malation
y fention) y carbamatos (p. ej. propoxur o carbaryl) es la enzima
acetilcolinesterasa en la sinapsis nerviosa y el sitio de accién de los insecticidas
organoclorados (DDT) y piretroides, es el canal de sodio de la cubierta nerviosa.
La resistencia cruzada DDT-piretroides puede producirse por cambios simples
de aminoacidos (en uno o dos sitios) en el sitio de ligamiento del insecticida al
canal de sodio axonal (Tomita y Scott. 1995; Carino et al, 1994). Esta
resistencia cruzada al parecer produce un cambio en la curva de activacion de
la corriente de sodio y ocasiona baja sensibilidad a piretroides (Cohen et al.,
1994). Similarmente, la resistencia a ciclodienos (dieldrin) es conferida por un

simple cambio de nucledtidos dentro del mismo codon de un gen para un



29
receptor y-acido aminobutirico (GABA por sus siglas en ingles) (Liu y Scott,
1997). Por lo menos cinco puntos de mutacion en el sitio de ligamiento del
insecticida a la acetilcolinesterasa han sido identificados que de forma individual
0 en conjunto, ocasionan varios grados de reducciéon en la sensibilidad a

insecticidas oragnofosforados y carbamatos (Hayes y Pulford, 1995).

2.8.2.2. Mecanismos de resistencia por detoxificacion

Las enzimas responsables de la detoxificacion de los xenobidticos en
organismos vivos, estan representadas por miembros de grandes familias
multigenéticas de esterasas, oxigenasas y Glutation-S-Transferasas

(Hemingway y Ranson, 2000).

¢ Resistencia por Glutation-S-Transferasas

Multiples estudios han mostrado que los insectos resistentes a
insecticidas poseen niveles elevados de actividad por Glutation-S-Transferasa
(GSTs) en homogenatos, lo cual sugiere un papel de las GSTs en la resistencia
(Grant, 1991; Grant y Hammock, 1992). Estas son enzimas diméricas
funcionales que juegan un papel en la detoxificacién de un gran rango de
xenobidticos (Prapanthadara et al., 1996). Las enzimas catalizan el ataque
nucleofilico del glutation reducido (GSH) sobre los centros electrofilicos de los
compuestos lipofilicos. Formas multiples de estas enzimas han sido
consignadas en mosquitos, mosca doméstica, Drosophila, mosca de las ovejas

y gallina ciega (Clark et al., 1985; Toung et al., 1990).
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Se reconocen dos familias de GSTs en insectos y ambas parecen jugar

un papel en la resistencia a insecticidas. En Ae. aegypti, por lo menos dos de
estas GSTs se encuentran elevadas en insectos resistentes a DDT ( Grant y
Matsumura, 1989; Grant y Hammock, 1992), mientras que en A. gambiae, un
gran numero de GSTs se encuentran elevadas y algunas de estas son de la
clase GSTs 1 (Prapanthadara et al., 1993). Las GSTs de insectos resistentes de
las especies Ae. aegypti y A. gambiae estan sobreexpresadas
constitutivamente. La GST-2 de Ae. aegypti se encuentra sobreexpresada en
todos los tejidos excepto en llos ovarios de los insectos resistentes (Grant y

Hammock, 1992).

e Resistencia por Monooxigenasas

Las monooxigenasas son una familia compleja de enzimas que se
encuentran en la mayoria de los organismos, incluidos los insectos. Estas
enzimas intervienen en el metabolismo de xenobibticos y juegan un papel
importante en el metabolismo enddégeno. Las monooxigenasas P450,
normalmente constituyen el paso enzimatico en la cadena que limita la
velocidad. Estas enzimas son importantes en la adaptacion de los insectos a los
productos quimicos toxicos de sus plantas hospedantes. Las monooxigenasas
P450, participan en el metabolismo de virtualmente todos los insecticidas,
mediando la activacion de la molécula en el caso de los insecticidas
organofosfatos, o de manera general en la detoxificacion. Las enzimas P450 se

adhieren al oxigeno molecular y reciben electrones de la coenzima NADPH




31
para introducir una molécula de oxigeno en el sustrato (Hemingway y Ranson,
2000).

Las monooxygenasas son un grupo de enzimas de funcion mdltiple que
atacan a los insecticidas usando oxigeno molecular. Estas reacciones
detoxifican DDT, piretroides, organofosfatos, carbamatos, analogos de hormona
juvenil e inhibidores de sintesis de la quitina (Bisset, 2002).

Una actividad elevada de monooxigenasas se relaciona con resistencia a
piretroides en Anopheles stephensi, A. subpictus, A. gambiae (Brogdon et al.,
1997; Hemingway et al., 1991; Vulule et al., 1994) y Culex quinquefasciatus
(Kasai et al., 1998). En la actualidad este sistema enzimatico ha sido estudiado
pobremente en insectos vectores de enfermedades. La nomenclatura de la
superfamilia P450 se basa en la secuencia de homélogos de aminoacidos, en
donde todas las familias que posean el prefijo CYP seguido de un nimero para
la familia, una literal para la subfamilia y un nimero para el gen individual. En la
actualidad a las P450s de insectos se han conformado en seis familias: cinco
son especificas de insectos y una, la CYP4 tiene secuencias homoélogas con

otros organismos (Berge et al ., 1998).

e Resistencia por esterasas
Los mecanismos de resistencia por esterasas han sido estudiados a
nivel bioquimico y molecular en el mosquito del género Culex y el afido Myzus
persicae. Actualmente, se han desarrollado trabajos sobre los mecanismos de
resistencia por esterasas en un rango de especies de los géneros Anofeles y

Aedes. La resistencia de amplio espectro a organofosfatos es conferida por
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niveles altos de esterasas en él genero Culex. Todas estas esterasas actGan al
ligarse  rapidamente y al desligarse totalmente del insecticida: éstas
“secuestran” al producto mas que metabolizarlo (Kadous et al., 1983).

En este tipo de resistencia en el género Culex se encuentran
involucradas dos -tipos comunes de esterasas, solas o en combinacion,
conocidas como esta estB, en C. quinquefasciatus el fenotipo mas comun de
aumento en esterasas, involucra a dos enzimas, esta2’ estB2’ (A, B, en la
clasificacién anterior) (Vaughan y Hemingway, 1995). La clasificacién de estas
esterasas esta basada en su preferencia por a 6 B- naftilacetato, su movilidad
sobre geles de poliacrilamida y la secuencia de sus nucleétidos (Hemingway y
Karunaratne. 1998). En poblaciones de C. quinquefasciatus una pequena
porcion de individuos presentan grandes cantidades de est87 sola, esta? sola
o esff1 y esta3 en combinacién (DeSilva et al., 1997; Hemingway y
Karunaratne ,1998).

Cuando se compararon extractos purificados de esta y esif
provenientes de una raza susceptible a insecticidas (Pelss) contra varias
enzimas purificadas provenientes de razas resistentes, se encontraron
diferencias hasta de 1000 veces entre las constantes cinéticas de inhibicién
para los analogos oxén de varios organofosfatos (Karunaratne et al., 1995). La
superioridad en la adhesion a insecticidas a las razas resistentes sugiere que
ha existido una presion de seleccién insecticida positiva para mantener el
incremento de alelos favorables de las esterasas a insectos resistentes a los
insecticidas aunque existen variaciones menores en la cinética de inhibicion

de los diferentes alelos incrementados, la razén por la que el fenotipo esta2’ /
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estB2’ es tan comuln (presente en mas del 90% de las poblaciones resistentes)
comparado con otros fenotipos con esterasas elevadas es obvio. Esta ventaja
puede estar ligada a un tercer gen, el cual presenta elevadas esterasas esta2/
estB2 y no con otros fenotipos de esterasas (Hemmingway et al., 1999)
Estudios metabdlicos con homogenatos de Culex sugieren que el aumento de la
velocidad del metabolismo regulado por esterasas juega un papel limitado o no
se encuentra involucrado en la resistencia. Una excepcién a lo anterior es C.
tarsalis, en donde coexisten dos mecanismos de resistencia: uno que involucra

un elevado secuestro de esterasas”, el otro que involucra esterasas
metabdlicamente activas aunque no elevadas (Ziegler et al., 1987) . En
contraste con la situacion en Culex, un numero de especies del genero
Anopheles poseen un mecanismo de esterasas no elevadas que les confiere
resistencia especificamente a malatién a través de un aumento en la velocidad
de su metabolismo (Hemingway,1982; Malcolm y Boddington, 1989;

Boddington, 1992). En A. estefensi se han aislado y caracterizado tres

esterasas con actividad malatién carboxilesterasas.

2.8.3. Deteccion y monitoreo de resistencia a insecticidas.

El primer paso en la identificacion de un problema potencial de
resistencia, es detectar los cambios en la susceptibilidad de una poblacién de
vectores a través de bioensayos a poblaciones, ensayos bioquimicos e
inmunolégicos y ensayos moleculares o genéticos (Hemingway y Ranson,

2000).
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En la actualidad existen diferentes métodos para detectar la emergencia

de resistencia a insecticidas. Es necesario contar con datos de susceptibilidad
de una linea base, detectar la resistencia en etapas tempranas y monitorear los

niveles de resistencia durante diferentes periodos (WHO, 1992).

2.8.3.1. Bioensayos a poblaciones.

La Organizacion Mundial de la Salud, ha desarrollado bioensayos para
medir la susceptibilidad de algunos insectos (Oakeshott et al., 1993). Con la
informacion obtenida, se puede calcular la dosis requerida para matar el 50% 6
90% de una poblacién dada y esto permite detectar cambios en el porcentaje
de mortalidad durante un periodo de tiempo, asi como la presencia de
resistencia en campo (WHO, 1992; Roberts y Andre, 1994). Estas pruebas de
susceptibilidad ayudan a entender los patrones hereditarios de resistencia a
través de cruzas y pruebas en la progenie, asi mismo proporcionan una idea
sobre los mecanismos que confieren resistencia (WHO, 1992).

En pruebas de laboratorio, se encontré6 que los bioensayos donde se
utilizaron las lecturas de tiempo-mortalidad, fueron mas sensibles en la
deteccion de cambios en susceptibilidad, mostrando una mejor correlacion con
los ensayos bioquimicos en microplacas para mecanismos de resistencia, que
los bioensayos que utilizan las lecturas dosis-mortalidad (Brogdon y Barber,

1990; Brogdon y McAllister, 1998).
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2.8.3.2. Ensayos bioquimicos e inmunolégicos.

Con estos ensayos, es posible detectar incrementos en enzimas
asociadas con los mecanismos de resistencia tales como esterasas,
monooxigenasas Yy glutation-S-transferasas. Estos incluyen pruebas
electroforéticas e inmunolégicas. La ventaja de los ensayos bioquimicos es
que permiten realizar pruebas multiples en mosquitos individuales, para
observar resistencia multiple de forma rapida (WHO, 1992). La principal
desventaja de estos métodos es el costo.

Se han desarrollado ensayos bioquimicos especificos para todos los
mecanismos de resistencia, excepto para los mecanismos de modificaciéon del

sodio y receptores GABA (WHO, 1992; Lengeler y Snow, 1996).

2.8.3.3. Ensayos moleculares o genéticos
Actualmente se encuentran disponibles técnicas moleculares para detectar
genes que confieren resistencia (Brown y Brogdon, 1987; WHO, 1992). De esta
forma se han detectado mecanismos de resistencia en el sitio de accién, por
enzima de restricciéon por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-REN, por
sus siglas en ingles) y amplificacién de alelos especificos por PCR (Brogdon y
McAllister, 1998).
La informacion molecular sobre los mecanismos de resistencia, debera
incrementarse e incorporarse dentro de los procedimientos del diagnéstico de
resistencia. Los mecanismos que pueden ser detectados de forma

aparentemente sencilla, son los puntos de mutacién geneticos que ocasionan
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resistencia en el sitio de accién o los cambios en enzimas de detoxificacion

especificas (Brogdon y McAllister, 1998).

2.8.4. Importancia de los ensayos bioquimicos

Actualmente no se cuenta con ensayos de campo para todos los
mecanismos. Los ensayos descritos permiten detectar la presencia de estos
mecanismos de resistencia en insectos individuales, frescos o congelados, en
laboratorios bien equipados. Sin embargo, para obtener una definicion precisa y
definitiva se necesita contar con material vivo, personal y equipo altamente
especializado (WHO, 1992).

Los ensayos bioguimicos disponibles tienen varias ventajas en
comparacién con los bioensayos a poblaciones. Los primeros pueden proveer
mucha mas informacion por insecto, sobre el estado de la resistencia de la
poblacién y sus patrones de resistencia cruzada. También -detectan con
precision el nivel genotipico, diferenciando individuos resistentes homocigéticos
(WHO, 1992).

Con los ensayos bioquimicos se puede medir el efecto del tratamiento
con plaguicidas en el campo, conociendo la frecuencia de los mecanismos de
resistencia especificos y la posible disminucién de esta frecuencia en ausencia

de presion selectiva con plaguicida (WHO, 1992).
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2.8.5. Manejo de resistencia.

Para asegurar una larga vida de los insecticidas, es esencial protegerlos
contra el desarrollo de resistencia. El manejo de resistencia, consiste en utilizar
todos los métodos disponibles para prevenir o retardar el incremento en los
niveles de resistencia. El manejo de resistencia puede evitar el desarrollo de la
misma en poblaciones de vectores (WHO, 1992; IRAC, 2003). Tacticas para el
manejo de resistencia en poblaciones de vectores pueden ser:

e Variacion de la dosis o frecuencia de aplicacion del plaguicida.

e Aplicaciones locales en vez de aplicaciones generales, limitando
el uso de insecticidas solo para areas con altos niveles de
trasmisién de enfermedades.

e Aplicar tratamientos focales solo cuando el vector de la
enfermedad esté presente.

e Usar plaguicidas menos persistentes.

e Tratar solo ciertos estados de vida del vector.

o Utilizar algunas mezclas de plaguicidas.

e Realizar alternancia, rotacién o secuencia de plaguicidas.

e Utilizar las dosis y formulaciones apropiadas.

o Utilizar sinergistas.

e Explotar las variaciones en la resistencia.

o Evitar las formulaciones de liberacion lenta.

e Buscar nuevos plaguicidas con diferentes sitios de accion.

e Utilizar métodos de control no quimicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del trabajo

Los bioensayos se desarrollaron en el laboratorio del Departamento de
Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”
Unidad Laguna, ubicada en el ejido San Antonio de los Bravos, Municipio de
Torre6n Coahuila. El analisis quimico, se realizd6 en el Laboratorio de
Entomologia Médico de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL en la

ciudad de Monterrey Nuevo Leodn.

3.2. Colecta de material biolégico

La poblacién de estudio fue colectada en la en la Colonia Valle Verde de
la Ciudad de Torreén, Coahuila, con una ubicacion de acuerdo al lector GPS:

N 25° 33" 381"y W 103° 22’ 190”. En este sitio se colectaron larvas y pupas.

Después de cada colecta, las larvas y pupas se colocaron en bandejas
con agua, en jaulas de cria para que emergieran los adultos (hembras y
machos), copularan y ovipositaran sobre tiras de papel canela con dimensiones
de 2.5 por 30 cm. previamente colocadas en el margen de agua de los
recipientes. Las oviposturas eran retiradas y colocadas en otros recipientes con
agua, para que emergieran larvas y pupas, que a su vez se extraian y se
depositaban en un nuevo recipiente colocado en otra jaula. De la poblacion de
adultos que emergia se separaban machos y hembras; los machos se

colocaban en las jaulas de cria y las hembras se utilizaron para los bioensayos.
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3.3. Bioensayos
Insecticida utilizado.

Cuadro 1. Producto utilizado en los bioensayos

PRODUCTO PUREZA CLASIFICACION ESTRUCTURA QUIMICA

Cl
Permetrina 93.6 % Piretroide c->=&\ /\QD
(o]

* Proporcionado por Laboratorio de Entomologia Médico de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL

3.3.1. Dosis discriminante

La dosis discriminante se determind realizando pruebas a diferentes
concentraciones de producto grado técnico por botella; las concentraciones de
prueba fueron de 1000, 100, 86 y 64.5 ug por botella, en cada una de ellas se
introducian 40 mosquitos hembra y se registraban los tiempos de mortalidad de
cada uno de ellos. Los registros de tiempo-mortalidad se graficaron en papel
logaritmico y en base a las curvas sigmoides se determiné cual seria la dosis
seleccionada como dosis discriminante. El criterio de seleccion de la dosis
discriminante consistié en seleccionar la curva en la cual los 40 mosquitos
morian en el menor tiempo sin que la curva perdiera su figura sigmoide. La

dosis discriminante seleccionada fue la de 86 ug por botella.

3.3.2. Impregnacion de botellas
Se utilizaron botellas de cristal marca Wheaton de 250 ml, la
impregnaciéon del interior de las botellas se realizé utilizando soluciones de

insecticidas (86 upg) disueltos en acetona. A cada botella se le aplico 1 ml de
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cada dilucion. Esta botella fue agitada, girada e invertida de manera que todas
las superficies internas resultaran expuestas a la solucién (Brogdon y McAllister,
1998). Una vez que la fase liquida fue distribuida uniformemente, las botellas
fueron colocadas en una campana de extracciéon de gases de manera horizontal
sobre papel secante para eliminar el exceso de acetona por evaporacion.
Inmediatamente después se colocaron los tapones, y cada botella se envolvié
en papel aluminio para que el producto no fuese degradado por la luz. Cada
botella fue etiquetada con la concentracion de insecticida aplicada vy
posteriormente se introdujeron en el refrigerador para conservarlas hasta su

uso.

3.3.3. Exposicion de los mosquitos

Los mosquitos fueron expuestos a la dosis discriminante en las botellas
impregnados con insecticida (40 mosquitos hembra por botella), una vez muerto
el 50% se separaban y cada mosquito se colocaba en microtubos de 1.5 ml
registrando estos como susceptibles (ss), el otro 50% se colocaba en el
congelador para que murieran, después también se colocaban en los
microtubos y se registraban como resistentes (RR) (Brogdon y McAllister.
1998).

Todos los mosquitos al estar ya en los microtubos y registrados, fueron
llevados al congelador para conservarlos hasta contar con un total de 400
mosquitos tratados con la dosis discriminante (200 RR y 200 ss), esta cantidad
fue llevada al Laboratorio de Entomologia Médica de la Facultad de Ciencias

Biologicas de la UANL en Monterrey, Nuevo Led6n para su analisis bioquimico.
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3.4. Analisis Bioquimico de Esterasas a y .

Se homogenizé la cabeza y térax de cada uno de los mosquitos en 100
ul de solucién buffer (KsPOy), diluyendo estas a 2 ml con 1900 ul del buffer.

Posteriormente se colocan 100 pl del homogenato en cada pozo de la
microplaca (3 repeticiones), se agregaron 100 pl de a-naftil acetato para
esterasas a, y 100 pyl de B—naftil acetato para esterasas 3, se dejé incubar a
temperatura ambiente por 20 minutos, se agregaron 100 ul de Orto Diamizidina,
se dejo incubar a temperatura ambiente durante 4 minutos, se coloco la
microplaca en el lector (Microplate reader) usando un filtro de 540 nm. En cada
microplaca se colocaron 100 ul de a—naftil por triplicado, utilizando éste como
control positivo y 100 pl de la solucion buffer de (K3sPOg) por triplicado siendo
éste el control negativo para esterasas a. En cada microplaca se colocaron 100
pl de B—naftil por triplicado, utilizando éste como control positivo y 100 ul de la
solucion buffer de (K3POy) por triplicado siendo éste el control negativo para
esterasas f3.

Se utilizé una poblacién de mosquitos susceptibles (New Orleans) criada
y mantenida en laboratorio como referencia para comparacion de

concentraciones de monooxigenasas.
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4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos para esterasas a en
la poblacién de Torredn, Coahuila en los mosquitos considerados como
resistentes a la dosis discriminante de 86 ug de concentracion por botella se
presentan en el Cuadro 2. y se muestran en la Fig. 1.

Cuadro 2. Absorbancia, frecuencia (No de indiv. y %) de esterasas a en la
poblacién de Torreén, Coahuila (resistentes).

Absorbancia Frecuencia (No indiv) Frecuencia (%)
0.400 7 35
0.500 65 325
0.600 69 34.5
0.700 33 16.5
0.800 23 11.5
0.900 3 1.5

Esterasas a RR Torreon, Coah.

40 -

RR New Orleans
0.700

Frecuencia %
N
o

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

Absorbancia

Fig.1. Frecuencia de esterasas a en la poblacion de Torreén, Coahuila
(resistentes).

De 200 mosquitos de la poblacién en estudio, 26 mostraron una frecuencia
poblacional mayor al los 0.700 nm.
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Los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos para esterasas a

en la poblacién de Torreén, Coahuila en los mosquitos considerados como

susceptibles a la dosis discriminante de 86 pug de concentracion por botella se

presentan en el Cuadro 3. y se muestran en la Fig. 2.

Cuadro 3. Absorbancia, frecuencia (No de indiv. y %) de esterasas a en la
poblacién de Torreén, Coahuila (susceptibles).

Absorbancia

Frecuencia (No indiv)

Frecuencia (%)

0.200 1 0.5
0.300 15 7.5
0.400 16 8.0
0.500 82 41.0
0.600 52 26.0
0.700 34 17.0
Esterasas a ss Torredn, Coah.
ss New Orleans
50.0 0.650
400 -
[}
‘s 300 -
c
s ‘
3 200 -
o
L 100

0.2 0.3 0.4

Absorbancia

0.5 0.6

Fig. 2. Frecuencia de esterasas a en la poblacién de Torreén, Coahuila
(susceptibles)

De 200 mosquitos de la poblacion en estudio, 48 mostraron una frecuencia
poblacional mayor al los 0.650 nm.
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Los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos para esterasas a en

la poblacién de referencia New Orleans (en los mosquitos considerados como

resistentes y susceptibles) a la dosis discriminante de 86 ug de concentracién
por botella se presentan en el Cuadro 4. y se muestran en la Fig. 3.

Cuadro 4. Absorbancia, frecuencia (%) de esterasas a en la poblacién de
referencia New Orleans (resistentes y susceptibles).

Absorbancia Frecuencia (%) Frecuencia (%)

RR SS

0.400 3.33 3.33
0.450 6.67 6.67
0.500 3.33 13.33
0.550 6.67 20.00
0.600 46.67 43.34
0.650 26.66 13.33
0.700 6.67

Esterasas a RR y ss New Orleans

Frecuencia %

0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70

Absorbancia

Fig. 3. Frecuencia de esterasas a en la poblacion de referencia New Orleans
(resistentes y susceptibles).
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Los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos para esterasas 8 en

la poblacion de Torreén, Coahuila en los mosquitos considerados como

resistentes a la dosis discriminante de 86 ug de concentracion por botella se
presentan en el Cuadro 5.y se muestran en la Fig. 4.

Cuadro 5. Absorbancia, frecuencia (No de indiv. y %) de esterasas B en la
poblacion de Torredn, Coahuila (resistentes).

Absorbancia Frecuencia (No indiv) Frecuencia (%)
0.500 25 12.5
0.600 41 20.5
0.700 70 35.0
0.800 28 14.0
0.900 29 14.5
1.000 5 25
1.025 1 0.5
1.050 1 0.5

Esterasas 8 RR Torreén, Coah.

35 4 RR New Orleans
[ 1.050

Frecuencia %
N
o
.

0 %——’7%'— FETESE N f—— T e A E—— =i SRy
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.025 1.050

Absorbancia

Fig. 4. Frecuencia de esterasas B en la poblacidon de Torredn, Coahuila
(resistentes).

De 200 mosquitos de la poblacién en estudio, ninguno mostré una frecuencia
poblacional mayor al los 1.050 nm.
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Los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos para esterasas Ben
la poblacion de Torreén, Coahuila en los mosquitos considerados como
susceptibles a la dosis discriminante de 86 pg de concentracion por botella se
presentan en el Cuadro 6.y se muestran en la Fig. 5.

Cuadro 6. Absorbancia, frecuencia (No de indiv. y %) de esterasas B en la
poblacion de Torredn, Coahuila (susceptibles).

Absorbancia Frecuencia (No indiv) Frecuencia (%)
0.500 14 7.0
0.600 70 35.0
0.700 90 45.0
0.800 23 11.5
0.900 1 0.5
0.925 1 0.5
0.950 1 0.5

Esterasas B ss Torreén, Coah.

35 ss New Orleans
30 - 1.200

Frecuencia %
N
[8)]

\2) © A > ) (%) Q \2} Q (o) \2) Q
7% 0 PP NS P LS
Q?) 69 Q9 '\'Q '\'Q '\'Q v

Absorbancia

Fig. 5. Frecuencia de esterasas B en la poblaciébn de Torre6n, Coahuila
(susceptibles).

Los 200 mosquitos de la poblacién en estudio, mostraron una frecuencia
poblacional menor a los 1.200 nm de la poblacién de referencia New Orleans.
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Los resultados obtenidos en los analisis bioquimicos para esterasas B

en la poblacion de referencia New Orleans (en los mosquitos considerados
como resistentes y susceptibles) a la dosis discriminante de 86 ug de
concentracion por botella se presentan en el Cuadro 7. y se muestran en la Fig.

6.

Cuadro 7. Absorbancia, frecuencia (%) de esterasas B en la poblaciéon de
referencia New Orleans (resistentes y susceptibles).

Absorbancia Frecuencia (%) Frecuencia (%)

SS
0.875 3.33
0.900 3.33 6.67
0.925 6.66 13.33
0.950 16.67 16.67
0.975 30.01 26.67
1.000 16.67 20.00
1.025 16.67 10.00
1.050 6.66
1.075 3.33
1.100
1.125
1.150
1.175
1.200 3.33

Esterasas B RR y ss New Orleans

35 4 RR

Frecuencia %

0.875 0.900 0.925 0.950 0.975 1.000 1.025 1.050 1.075 1.200

Absorbancia

Fig. 6. Frecuencia de esterasas B en la poblacién de referencia New Orleans
(resistentes y susceptibles).
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DISCUSION

Se comprobé la hipdtesis planteada al encontrar diferencia en cuanto a
absorbancia y frecuencia de esterasas a y B de la Poblacién de Torreén,
Coahuila en relacién con la poblacion de referencia (New Orleans).

La actividad enzimatica de esterasas a en la poblacién de Torre6n
Coahuila (RR) fluctué entre 0.400 y 0.900 nm mientras que en la poblacién de
referencia (New Orleans RR) la fluctuacion fue entre 0.400 y 0.700 nm, La
poblacién de Torreén Coahuila, mostré una frecuencia poblacional del 13%
mayor a los 0.700 nm (26 mosquitos).

La actividad enzimatica de esterasas a en la poblacién Torreén Coahuila
(ss) fluctu6 entre 0.200 y 0.700 nm. mientras que en la poblacién de referencia
(New Orleans ss) la fluctuacion fue de entre 0.400 y 0.650 nm, La poblacién de
Torredn Coahuila, mostré una frecuencia poblacional del 24% mayor a los 0.650
nm (48 mosquitos).

La actividad enzimatica de esterasas B en la poblacién de Torreén
Coahuila (RR) fluctué entre 0.500 y 1.050 nm mientras que en la poblacién de
referencia (New Orleans RR) la fluctuacion fue entre 0.875 y 1.050 nm. La
fluctuacion superior de la poblacién de Torre6n Coahuila, fue exactamente igual a
la poblaciéon de referencia.

La actividad enzimatica de esterasas B en la poblacion Torre6n Coahuila
(ss) fluctud entre 0.500 y 0.950 nm. mientras que en la poblacién de referencia

(New Orleans ss) la fluctuacion fue de entre 0.900 y 1.200 nm. La fluctuacién
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superior en la poblacién de Torreén Coahuila, es menor que la de la poblacién de
referencia.

Las frecuencias de esterasas a mostrada en la poblacién de Torreén
Coahuila tanto en mosquitos considerados resistentes como susceptibles, se
consideran bajas 13 y 24% respectivamente y no sobrepasan el 50%, sin
embargo es necesario continuar monitoreando la actividad enzimatica de las
esterasas a por estar estrechamente relacionadas con la resistencia metabdlica
a insecticidas piretroides.

Las frecuencias de esterasas B mostrada en la poblacién de Torredn
Coahuila en mosquitos considerados resistentes fueron igual a la poblacién de
referencia (New Orleans), mientras las mostradas por mosquitos considerados
susceptibles fueron menores que las de la poblacion de referencia (New
Orleans), sin embargo es necesario continuar monitoreando la actividad
enzimatica de las esterasas [ por estar estrechamente relacionadas con la

resistencia metabolica a insecticidas piretroides.



50

6. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las cuales se realizé el presente trabajo y de

acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir lo siguiente:

1°.- Se determiné la absorbancia y frecuencia de esterasas a y B enla

poblaciéon de Aedes aegypti (L.) del Municipio de Torreén, Coahuila.

2°- La poblacién de Aedes aegypti (L.) bajo estudio, mostré rangos de

absorbancia mayores en esterasas a que la poblacién de referencia.

3°- La poblacién de Aedes aegypti (L.) bajo estudio, mostré rangos de

absorbancia iguales o menores en esterasas  que la poblacion de referencia.
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