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RESUMEN

El uso sostenido de insecticidas como el temefos y la permetrina, para el control del
mosquito Aedes aegypti ha propiciado el desarrollo de resistencia a los mismos. Por
lo cual en el presente estudio se determiné por medio de la metodologia de
bioensayos propuesta por la World Health Organization (WHO, 2005), el nivel de
susceptibilidad a los larvicidas temefos y spinosad (Natular® EC), y al adulticida
permetrina, en ocho poblaciones de Puerto Rico. Mecanismos enzimdticos de
resistencia, alfa y beta esterasas, oxidasas y glutation-s-transferasas fueron
determinados y correlacionados con los niveles de susceptibilidad a los insecticidas
mencionados anteriormente. Asi también fueron determinados los niveles de
acetilcolinesterasa insensible y la presencia de las mutaciones tipo kdr 1le1016 y
Cys1534 Los resultados obtenidos, demostraron que todas las poblaciones fueron
susceptibles a spinosad y temefos (FRCLsy<5), y las enzimas no mostraron estar
correlacionadas con la desintoxicacion de éstos dos larvicidas. Por otro lado, todas
las poblaciones resultaron resistentes a permetrina, teniendo Factores de Resistencia
para la Concentracién de Derribo (FRCKjsp) en un intervalo de 37.69 a 195.62 y de
33.64 a 214.46 en los Factores de Resistencia para la Concentraciéon de Letal
(FRCLs). El analisis estadistico demostré que la sobreexpresion de enzimas no estan
correlacionadas con la resistencia a permetrina. Se encontraron presentes las
mutaciones tipo kdr Ile 1016 y Cys1534 con frecuencias de 0.65 a 1 y de 0.8 a 1,

respectivamente.



ABSTRACT

The sustained use of insecticides such as temephos and permethrin for Aedes
aegypti population control has caused them to develop resistance. Therefore the
susceptibility levels of eight Puerto Rico populations to temephos, spinosad
(Natular® EC ) and permethrin were evaluated in his study with standard methods
(WHO, 2005). Enzymatic resistance mechanisms alpha and beta esterases, mixed
function oxidases, glutathione-s-transferases and insensitive acetylcholine esterase
were measured and correlated with insecticide susceptibility levels. Point mutations
kdr 1le1016 and Cys1534 were also determined. The results establish all populations
as susceptible to spinosad and temephos (FRCLso<5) with no significant correlation
to enzyme levels. However, every populations was found resistant to permethrin with
resistance factors to knockdown (FRCKsg) between 37.69 and 195.62; the resistance
factor to the lethal concentration (FRCLsg).ranged from 33.64 to 214.46. Statistical
analysis of this data revealed that the over expression of detoxification enzymes is
not correlated with permethrin resistance. The kdr Ile 1016 and Cys1534 point
mutations measured had frequencies ranging from 0.65 to 1 and 0.8 to 1,

respectively.



1. INTRODUCCION

Aedes aegypti juega un rol importante como vector en la transmision de virus como
fiebre amarilla, dengue, chikungunya y Zika (Monath, 1988, Rodriguez-Morales,
2015), siendo el dengue el que tiene mayor impacto en la salud humana. El dengue es
uno de los virus transmitidos por vectores de mds rdpida propagacion, ya que por lo
menos 390 millones de infecciones ocurren anualmente (Bhatt, ef al.,, 2013). En las
ultimas décadas se han incrementado los casos de dengue en América, incluyendo
Puerto Rico (Barrera, 2010). Desafortunadamente no existen tratamientos especificos
para atacar esta enfermedad, por lo que el control del mosquito es la mejor
herramienta para prevenirla (Bisset, 2002). En este sentido, los insecticidas juegan un
papel determinante en el manejo del dengue, por lo que en los dltimos afos en
América se han empleado, principalmente, organofosforados (temefos, malation,
fenitrotién) y piretroides (permetrina, deltametrina) (WHO, 2011) para el control
poblacional de Ae. aegypti, sin embargo, la mayoria de los programas de control de
vectores se ven afectados por la aparicion del fendmeno de resistencia a insecticidas

(Ponce, et al., 2009).

Debido a la amplia distribuciéon geogrifica de Ae. aegypti en el continente
Americano y a la reciente entrada de los virus chikungunya y Zika al continente,
obligan a prestar mayor atencion al control y por lo tanto determinar los niveles de
susceptibilidad a -insecticidas (Vega-Rua, 2014; Mattar, y Gonzalez, 2015). A pesar
de que Ae. albopictus ha sido incriminado como vector de dengue y chikungunya y
que ha invadido otros paises del Caribe, éste atin no se ha encontrado en Puerto Rico
(Barrera, 2010). Ae. aegypti ha sido un problema importante de salud publica en este
pais por estar fuertemente incriminado en la transmision de dengue y por la
interacciéon de diversos factores como la circulacién simultdnea de diferentes
serotipos, el clima, la ecologia, su control y la temprana aparicién de resistencia a
insecticidas (Barrera, 2010, Barrera, et. al., 2014). El manejo de Ae, aegypti inicia
en la década de los 50’s con inspecciones casa por casa y con la aplicacion de DDT
(Fox, 1960), lo cual mantuvo las poblaciones bajas de mosquitos, por algin tiempo,
hasta que en 1959 se reportd resistencia a DDT, lindano, clordano y dieldrin
(Fox,1960; Khan and Brown, 1961). En 1963 se confirma resistencia a DDT, no sélo

en Puerto Rico sino también en las Islas Virgenes (Flynn, et al., 1964). Anos después
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se detecta resistencia a malation en Gudnica y Arecibo (Fox and Bayona, 1972). En
1973, de acuerdo con las pruebas de susceptibilidad, el temefos seguia siendo
efectivo para el control larval (Lee and More, 1973). Sin embargo, en 1987 se
reportd resistencia a temefos y a otros insecticidas como malation, fention,
clorpirifos y permetrina (Fox, 1980, Sutherland, et al., 1987; Hemingway, et al.,
1989). Desafortunadamente desde la década de los 90’s hasta la fecha, se desconocen
los niveles de susceptibilidad de Ae. aegypti a insecticidas en Puerto Rico.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la susceptibilidad de larvas y adultos de
Ae. aegypti a insecticidas como temefos, spinosad y permetrina, usados
constantemente para su control y de spinosad (Natular® EC), como un larvicida
alterno; ademds de identificar los mecanismos enziméticos de resistencia y

determinar las frecuencias de mutacion para kdr Cys 1534 e 1le1016.



2. ANTECEDENTES
Bionomia de Aedes aegypti (L.)

Aedes aegypti se ubica dentro del orden Diptera, suborden Nematocera y pertenece a
la familia Culicidae. Es una especie tropical y subtropical que se encuentra
distribuida entre la franja geogrdfica del paralelo 35° al norte y 35° al sur.
Generalmente se ubica a menos de 1,000 msnm, sin embargo, existe registro de
haberse encontrado a 2100 msnm en México y 2,200 msnm en Colombia
(Lozano.Fuentes, et al., 2012)

Ae. aegypti es transmisor de enfermedades virales como el dengue, la fiebre amarilla,
chikungunya y Zika. por lo que es necesario conocer su ciclo bioldgico y bionomia

para aplicar adecuadamente un control.

Las fases del ciclo bioldgico son huevo, larva (con cuatro estadios), pupa y adulto

(Figura 1.)

JY
MILIMETROS I‘ )

7

PRIMEIF
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SEGUNI
oA

QUARTO
DAL

5
Fig. 1. Ciclo bioldgico de Ae. aegypti. 1) Huevo. 2) Larva I. 3) Larva II. 4) Larva Ill. 5)

Larva IV. 6) Pupa. 7) Adulto. (Tomada de Fernandez, 2009)

Huevos
Presentan una coloracion negra y la cantidad de huevecillos por ovipostura varia de

20 a 120, lo cual va a depender del tamafio y edad de la hembra que los coloca,
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cantidad de sangre ingerida y su calidad proteica, etc. Se requieren hasta 48 horas
para que embrionen (Christophers, 1960).

Esta etapa es considerada como el principal mecanismo a través del cual Ae. aegypti
se ha dispersado, ya que soporta largos periodos de desecacién, como semanas,
meses e incluso afios, adheridos a diferentes superficies (Ferndndez, 2009).
Posteriormente requieren de un estimulo para eclosionar, usualmente es el agua, pero
la disminucién de oxigeno disuelto en ésta, es un factor mds especifico, por lo que es
comun encontrar altas poblaciones larvales después de la estacion de lluvias, en que
son humedecidos los huevecillos que fueron colocados en llantas, botellas vacias,

floreros, latas abiertas, etc.

Larvas
Las larvas pasan por cuatro mudas y la diferencia entre cada una de ellas es el

tamafio. Estas se alimentan de protozoarios de vida libre y microalgas y lo hacen
tanto en el fondo del criadero como en la columna intermedia de agua (Clement,
1992), lo cual es destacable principalmente para el control, ya que debe considerarse
el tipo de formulacién y producto a emplear. Dentro de un mismo criadero varian en
instar, nimero, tamafio y a veces en su origen maternal. El nimero de organismos
favorece la competencia entre éstos, que posteriormente se ve reflejado en el tamaiio
de los adultos. Es fundamental hacer hincapié en que el tamafio de la hembra esta
relacionado con su potencialidad para transmitir el virus del dengue, ya que ingeriran
mayor volumen de sangre por picadura y su longevidad serd mayor. Se considera
como un criadero positivo si se tiene al menos una larva de Ae. aegypti (Ferndndez,

2009).

Pupas
Después del cuarto instar se forma la pupa, la cual es mdvil y utiliza las aletas

caudales para flotar y nadar. Esta etapa dura de 24 a 48 horas. Un criadero con
densidades altas de pupas, es un indicativo de los futuros mosquitos adultos que se
tendrdn, asimismo, demuestran que fue un lugar con alta calidad nutricional y

fisicoquimica para que sobrevivieran las larvas (Ferndndez, 2009).



Adultos
La emergencia del mosquito adulto de la cubierta pupal es crepuscular y al salir,

reposa sobre la pelicula de agua. Antes de una hora hace su primer vuelo y se posa en
un lugar seco. La proporcién de hembras y machos es cercana a 1:1. El macho se
diferencia de la hembra por sus antenas plumosas y se alimenta de carbohidratos que
los obtiene del néctar de las flores o frutos (Clement, 1992). El macho es atraido por
el sonido que hace la hembra por el movimiento de sus alas y en el aire la engancha
con sus genitales y la fecunda (Christopher, 1960). Por otro lado, para producir
huevecillos la hembra debe alimentarse de sangre, la cual, en el mayor de los casos,
es tomada del humano. Generalmente su alimentacion es diurna, informacién que es
importante de considerar para entender la epidemiologia de transmisién de las

enfermedades, ademas de ejecutar los programas de control.

Los vuelos de los mosquitos son considerados como ‘“apetitivos” porque son
orientados hacia un objetivo, como la alimentacién, la actividad sexual y la
oviposicion. Estos vuelos son cortos y se dispersan en una distancia de entre 8 y 120

metros (Ordoiiez, 1997).

Ecologia de Ae. aegypti

Aedes. aegypti se encuentra en los trépicos y subtropicos y su intervalo geogréfico se
estd ampliando, en parte por la rdpida urbanizacién y por el movimiento global de las
personas (Kyle y Harris, 2008). Esta fuertemente asociado con el habitat humano,
reposa preferentemente, dentro de edificios y utiliza criaderos artificiales como
llantas, botellas, floreros, etc., debido a que su originalmente ovipositaba en huecos
de arboles, axilas de plantas, huecos en rocas, etc. con agua de lluvia en la selva
tropical de Africa (Tabachnick, 1991). Sin embargo, la deforestacién e invasién de
habitats propios de los mosquitos, por el hombre, ha “obligado” a los mosquitos a
utilizar sitios, ademds de botellas, recipientes pequeilos, llantas, piletas, aljibes,

barriles, tambos, etc. para ovipositar (Fernandez, 2009).



Importancia de dengue, chikungunya y zika

Dengue

El dengue es una de las enfermedades transmitidas por vectores de mds rdpida
propagacion y estd considerada como la enfermedad viral mds importante transmitida
por artrépodos, mds de 2.5 billones de personas viven en dreas en donde el virus del
dengue puede ser transmitido y se estiman que entre 50 y 100 millones de
infecciones ocurren anualmente (OPS, 2013). Las infecciones por dengue suceden en
mds de 100 paises de Asia-Pacifico, América, Medio Oriente y Africa y continiia en
aumento alrededor del mundo. En América Latina y el Caribe en las dltimas 3
décadas, los casos han aumentado dramdticamente con cifras de hasta 2 millones
(OPS, 2013). Aunque Ae. aegypti es el principal vector hay otras especies

importantes como Ae. albopictus.

Chikungunya

La fiebre de chikungunya (CHIK) es una enfermedad transmitida tanto por Ae.
gegypti, como por Ae. albopictus, al igual que el dengue (OPS, 2011). El virus de
chikungunya es un alfa virus que histéricamente sélo se encontraba en el viejo
mundo, fue aislado por primera vez en Tanzania en 1953. Sin embargo, en el afio
2004, se expandi6 geograficamente a Comoros, La Reunion, y otras Islas del Océano
Indico (Weaver, et al. ,2009). Posteriormente en el afio 2010 se detecta en la India,
Indonesia, Myanmar, Tailandia, las Maldivias, Italia, Francia y EUA (OPS, 2011).
En el afio de 2014 CHIK es reportada en América, expandiéndose rdpidamente por
Sudamérica, Centroamérica, el Caribe y México (

Es una enfermedad que causa temperatura alta y severas artralgias ademds de dolor
de cabeza, mialgias, vomito, nauseas, etc. La mayoria de los pacientes al inicio
presenta dolores severos o incluso incapacitantes (OPS, 2011).

Las epidemias de CHIK en muchos paises han sido detectadas tardiamente, debido
entre otras razones a la dificultad en la identificacion de los primeros casos,
desestimacion del impacto clinico y discrecion politica y econémica por cuestiones

de turismo (Simon, et al., 2008).



Zika

En abril de 1947 se descubri6 a través de un modelo experimental animal en el
bosque de Zika (Uganda). En 1956 se comprobd la transmisién del ZIKV en
mosquitos Ae. aegypti. Posteriormente el ZIKV fue aislado de humanos en Nigeria
entre 1968 y 1975; el 40% de los pacientes tuvieron anticuerpos comprobados por
PRNT (Hayes, 2009). El ZIKV es un flavivirus, a la cual también pertenecen el
dengue, fiebre amarilla y Oeste del Nilo. El ZIKV es un virus ARN estrechamente
relacionado con los virus Spondweni, Ilheus, Rocio y encefalitis de San Louis. En
2007 en Yap, una de las islas Carolinas en el océano Pacifico occidental (Polinesia),
el ZIKV caus6 un brote que afecté a mas de 20.000 personas. Las manifestaciones
clinicas son similares a las del dengue y del chikungunya. El periodo de incubacion
es de 3-6 dias y se presenta con exantema macular o papular, fiebre, artritis o
artralgia, conjuntivitis no purulenta, mialgias y cefalea. La fiebre es auto limitada, en
tanto que el rash se generaliza y puede prolongarse hasta por 14 dias. El ZIKV al
parecer no desencadena hemorragias como el dengue y el chikungunya. La
hospitalizacién generalmente no se requiere y hasta la presente no se ha reportado
mortalidad. Tampoco existe vacuna para este virus y el tratamiento es sintomaético. El
brote en la isla de Yap fue el primero descrito fuera de Africa y Asia y desde alli
saltd a las Américas y a Europa (Roth, ef al., 2014). Un aspecto epidemioldgico
alarmante del ZIKV es que también puede ser transmitido por via sexual (Musso, et

al., 2015).

Actualmente no existen vacunas ni una terapia exitosa para estas enfermedades, por
lo que la mejor forma de controlarlas es manejando al vector y manteniendo sus

poblaciones a niveles bajos (OPS, 2013).

Control de Ae. aegypti
Actualmente el control de este artropodo estd basado en el manejo de los adultos,

principalmente en situaciones de emergencia epidemioldgica y de las poblaciones
larvales, mediante la reduccion de criaderos, a través de control fisico, de educacion
a la poblaciéon con campaifias de limpieza y descacharrizaciéon y de aplicacién de

productos quimicos (Ferndndez, 2009).

Control Fisico y manejo del ambiente
Un amplio tipo de contenedores son usados por Ae. aegypti para oviponer y para el

desarrollo de las larvas, desde los mds comunes como tanques, piletas, llantas, etc.
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hasta los mds atipicos como tanques sépticos o letrinas (Arana-Guardia, et al., 2014).
Una de las medidas mads utiles es la educaciéon a la poblacién para disminuir los
criaderos, evitar acumulacién de recipientes, instalaciéon de mosquiteros en ventanas
y/o puertas, uso de pabellones para dormir, etc. Sin embargo, aunque la eliminacién
de criaderos es util, la bisqueda de éstos a veces es dificil porque los habitas son
pequeios, dispersos y no es facil de encontrarlos (Kroeger, 2006; Vontas, et al.,

2012).

Otra estrategia que se ha puesto en practica es el uso de ovitrampas letales, porque
son baratas y sensitivas, ademds de que sirven como herramienta de monitoreo.
Generalmente se utilizan tiras tratadas con insecticidas como la permetrina o
deltametrina o también utilizan tiras con la superficie pegajosa (Zeichner y Debboun,
2011). EI uso de estas en Brasil, Peri y Tailandia, demostraron su eficacia
reduciendo las poblaciones de Ae. aegypti, posiblemente debido a que se colocaron
numerosos trampas alrededor de las casas (Zeichner y Debboun, 2011; Perich, et

al.,2003)

Educacion comunitaria
Se alienta a los miembros de la familia y la comunidad a que participen en la

eliminacién y control de criaderos de mosquitos, pero no sélo como una
convocatoria, si no transformando los hdbitos para que los individuos sean capaces
de reconstruir y transformar su espacio y prevenir enfermedades. Asimismo se
realizan campafias de difusion en radio, en escuelas, en eventos politicos, ademds de
talleres de capacitacion a técnicos de salud y a los miembros de las comunidades

(Eiman, et al., 2010).

Control Biolégico
El control biolégico de Ae. aegypti consiste en la introduccién de otros organismos

vivos que depreden o parasiten a las larvas o a los adultos del mosquito, como
alternativa al control quimico. Por ejemplo; depredadores como larvas de otros
insectos, peces, etc.; entomopatdgenos, como Beauveria bassiana, Metarhizium

anisoplae, etc.
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i.  Depredadores
En la naturaleza las larvas y pupas de mosquitos tienen diferentes depredadores

como peces, larvas de insectos como coledpteros, hemipteros, odonatos, copépodos,

malacostracos, anacostracos, renacuajos, etc. (Kumar y Hwang, 2006).

Bowatte, et al., (2013) demostraron que los anfibios juegan un papel importante en

la depredacion de huevos y larvas de Ae. aegypti.

Los peces se han determinado como los depredadores més eficaces como los de los

géneros Gambusia y Poecilia (Harwood y James, 1987).

En el caso de los adultos se consideran como depredadores a arafias, sapos, ranas,
lagartijas, aves y murciélagos, aunque la alimentacion de éstos no es especificamente

de mosquitos (Harwood y James, 1987).

ii. Bioinsectidas:

a. Entomopatégenos
El uso de entomopatégenos también se ha utilizado en el control, usando mads

cominmente hongos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, tanto en
huevos, como larvas y adultos (Alcalde-Mosqueira, et al. 2014). La susceptibilidad
de Ae. aegypti a ser infectado por Beauveria bassiana se reporta por primera vez en
la década de los 60’s (Clark, et al., 1968). Geetha y Balaraman (1999), demostraron
la efectividad de Beauveria bassiana sobre larvas de Ae. aegypti, mientras que Silva
y Silva (2004), lo hicieron con Metarhizium anisopilae. Pero no unicamente estos
hongos han sido empleados en forma aislada, sino también con la combinacién de
insecticidas como el imidacloprid dando buenos resultados, con altas mortalidades en
adultos en cortas exposiciones de tiempo (Paula, et al., 2011), por lo que el interés en
el uso de hongos para el control se ha ido incrementando, porque la produccién es
relativamente barata y altamente efectivos como biocidas, ademds que se ha
encontrado que reducen la capacidad vectorial en la transmisiéon del virus dengue
(DENV-2) (Garza-Hernandez, et al., 2013). Por otro lado, nematodos del género
Steinernema 'y Heterorhabditis son una alternativa segura al ambiente y
razonablemente econémica, que se usan en el control de plagas, entre las cuales se

encuentran los mosquitos (Kobylinski, et al., 2012, Peschiutta, et al., 2014).
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b. Insecticidas alternativos
Asimismo, en los dltimos afios, el uso de insecticidas alternos como el spinosad ha

tomado un gran auge, por la necesidad de contar con productos amigables para el
ambiente y de bajo impacto para la salud humana y animal. Algunas formulaciones
han sido aprobadas para larvicida de mosquitos en agua para consumo humano
(WHO, 2010). Spinosad es un insecticida que se produce durante la fermentacién del
actinomiceto Saccharopolyspora spinosa Mertz & Yao y su descubrimiento y
caracterizacion marc6 una nueva clase de productos para el control (Thompson, et
al., 1997). Estd compuesto de una mezcla de dos espinosinas con propiedades
insecticidas, la A y la D. Muestra actividad contra lepiddpteros, tisandpteros y
dipteros. Actia primariamente en los receptores postsindpticos nicotinicos de
acetilcolina y secundariamente en los receptores GABA y no se ha descrito ningin
modo de resistencia cruzada con algin insecticida neurotdxico en poblaciones

resistentes de Ae. albopictus y Ae. aegypti (Baldacchino, et al., 2015).

El larvicida microbial Bacillus thuringiensis  var. israelensis (Bti), ha sido
ampliamente usado para el control de mosquitos por su eficacia. Es una bacteria
gram-positiva, que forma una espora entomopatégena descubierta en 1977 (Goldberg
y Margalit, 1977). Su accién es citotéxica y el modelo cldsico indica que la
endotoxina es ingerida por el insecto, posteriormente la proteasa es activada y la
toxina Cry se adhiere a los receptores de la membrana celular. Esto causa cambios
estructurales y dafios en el balance osmético (Almeida-Melo, et al, 2014). En

comparacion con spinosad tiene menor efecto residual (Baldacchino, et al., 2015).

Otro método para el control de mosquitos, amigable con el ambiente, es el basado en
extractos de plantas. Muestran una alta efectividad y su bajo costo de produccién
(Oliveira et al., 2012), sin embargo, ain no hay caracteristicas definidas para la
colecta, extraccion y quimicos de las plantas, asi como tampoco la estandarizacion de
metodologias para la evaluacion de los larvicidas contra Ae. aegypti (Noleto, et al.,
2014). La mayoria de los aceites esenciales con propiedades larvicidas se derivan de

plantas de la familia Myrtacea, Lamiacea y Rutacea (Noleto, ef al., 2014) .
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Control Quimico
Los insecticidas son usados en el control de este vector, ya sea como larvicidas

agregdndolos a los criaderos o por aplicaciones de adulticidas espaciales residuales o
con el tratamiento e impregnacion de materiales (Vontas, et al., 2012).

Los cuatro principales grupos de insecticidas usados para el control han sido los
organoclorados, introducidos en la década de 1940; organofosforados, en la década
de 1950; metilcabarmatos, en 1960 y piretroides, en los afios 1970°s. Aunque
actualmente también se utilizan productos microbianos o reguladores de crecimiento

(Ranson, et al., 2010).

Muchos de los insecticidas atacan el sistema nervioso y esto es por distintas razones:
tienen diferentes sitios sensibles que pueden causar una leve interrupcion que los
hace letales; una capa lipidica protege los nervios de los insectos de toxicos
ionizados, pero no de insecticidas lipofilicos; ademés de que pobres mecanismos de
detoxificacion en los nervios proveen prolongados efectos téxicos (Casida y Durkin,

2013).

Los insecticidas de acuerdo a su modo de accion es mostrado en la figura 2.
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Fig. 2. Clasificacién de insecticidas de acuerdo al sitio de accién. Sitios propuestos de accién
neurotdxica de insecticidas en impulsos nerviosos, transmision muscular y receptores sinapticos
(tomado de Casida y Durkin, 2013). ACh, acetylcholina; DDT, diclorodiphenyltricloroetano; MC,
metilcarbamato; nAChR, receptor nicotinico acetilcolina; OP, organofosfato; PCCA,
policlorocicloalcano.

Por otro lado la Insecticide Resistance Action Comittee (IRAC), clasifica los modos
de accidn de los insecticidas usados en vectores de enfermedades, de acuerdo a la
mejor evidencia de este en los insecticidas disponibles, dividiéndolos en forma

general en larvicidas o adulticidas (IRAC, 2015) (Tabla 1 y 2).

Tabla 1. Clasificacion de Larvicidas (IRAC, 2015)
Grupo principal y sitio | Subgrupo Quimico o | Ingredientes activos

primario de accion ejemplificacion de ingrediente

activo

Inhibidores i[5 Organofosforados Fention, Pirimifos-metil,

acetilcolinesterasa (ACTH) Temefos
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Accion nerviosa

Receptor nicotinico ([ Espinosinas Spinosad

acetilcolina (mAChR)

moduladores alostéricos

Accion nerviosa

Mimicos de hormona juvenil Andlogo de hormona juvenil Metopreno, Hidropreno
Reguladores de crecimiento

Piriproxifen Piriproxifen
Disruptores microbianos de JV:Talliz thuringiensis 0 Bacillus thuringiensis subsp.

EENGE e  EGIEOVEGES | Bacillus — sphaericus y  las | israelensis cepa AM65-52

insectos. proteinas  insecticidas  que

producen.
Inhibidores de la biosintesis RS VAVIIIGEN Diflubenzurén, flufenoxurdn,
de quitina. lufenurdn, teflubenzurdn,
Regulacion del crecimiento. triflumurén.

Los adulticidas aplicados generalmente como rociados residuales, rociados

espaciales o en tratamiento de pabellones (Tabla 2).

Tabla 2. Adulticidas (IRAC, 2015)

Grupo principal y sitio Subgrupo Quimico o Ingredientes activos

primario de accion ejemplificacion de ingrediente

activo

Inhibidores (58 Organofosforados Fention,

acetilcolinesterasa (ACTH) Malation
Accion nerviosa Pirimifos-metil,
Carbamatos Bendiocarb
Propoxur
Moduladores del canal de RgiGHOGE Bifentrina
sodio Piretrinas Ciflutrina
Acci6n nerviosa lambda-Cialotrina

alpha-Cipermetrina
Deltametrina
Etofenprox
Permetrina

d,-d transcifenotrina

DDT DDT
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Estos insecticidas pueden penetrar al cuerpo de los insectos por diferentes vias
(Bisset, 2002):

1. Por contacto: El insecticida entra por la cuticula.

2. Via oral: El insecticida es ingerido y absorbido en el intestino.

3. Por los espirdculos: Por fumigaciones el insecticida entra al sistema

respiratorio.

Organofosforados
Se desarrollan en la Segunda Guerra Mundial, sintetizdndose una gran cantidad de

compuestos organicos del fosforo. El quimico alemén Gerhard Schrader comprob6
su alta toxicidad contra insectos plaga en el drea agricola (Lagunes-Tejeda y

Villanueva-Jiménez, 1999). La mayoria actian como insecticidas de contacto,

fumigantes y de accion estomacal. Se derivan del 4cido fosférico y fosfénico. La

molécula basica es un éster del acido fosforico:

CH30._
/

l{o
CH;0 O@Noz

Molécula bdsica es un éster del dcido fosforico. (Tomado de Lagunes-Tejeda y Villanueva-
Jiménez, 1999)

Son mds toxicos para vertebrados que los insecticidas organoclorados. No son
persistentes en el ambiente (Casida y Quistad, 1998). Esta caracteristica ocasioné que

los OF desplazaran a los OC en muchos usos agricolas.

Los organofosforados mas usados para el control de insectos vectores son el
malation, fenitrotion y temefos (WHO, 2007). Temefos es usado ampliamente como
larvicida para el control de mosquitos en zonas endémicas de dengue, en donde es
comun que las personas almacenen agua en contenedores, siendo lugares ideales para
la produccion de Ae. aegypti (Ranson, 2010). También es conocido como Abate,
Difos, Biothion, Abathion, AC-52160, Nimitex, Swebate y fue introducido en el afio
de 1965 (Opong-Mensah, 1984). Tiene baja toxicidad en mamiferos, poco olor, es
barato y usualmente el agua tratada con este insecticida es para uso doméstico
(Ranson, et. al., 2010).
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i i
(CH,O),P—O—@—S —@-o——P(OCH,),

Férmula estructural del temefos 0,0,0,0 '-tetramethyl-0,0 '-thiodi-p-phenylene

phosphorothioate (Tomada de Opong-Mensah, 1984).

Modo de accién de los organofosforados
Inhiben la acetilcolisnesterasa (ACTH) en las uniones sindpticas (que es la

responsable de la hidrélisis de la acetilcolina) por fosforilacion , formando enlaces
covalentes muy estables con la enzima fosforilada (Fig. 1). Lo que provoca actividad
continua entre las neuronas con pérdida de coordinacidén nerviosa y tetanizacion

muscular (Lagunes-Tejeda y Vilanueva-Jiménez, 1999).

Piretroides
Son los mas usados a mayor escala en el ambiente urbano para el control de Ae.

aegypti por su baja toxicidad al hombre y animales. Se han aplicado
satisfactoriamente por mds de 50 afios no sé6lo en la lucha contra el dengue sino
también contra la malaria, debido a que actdan rdpidamente (efecto knockdown), son
faciles de aplicar y son poco dafiinos para el ambiente, los animales y el hombre
(Linss, et al., 2014). Son utlizados en aplicaciones ultrabajo volumen y en el

tratamiento de materiales como pabellones o cortinas (Davies, et al., 2007).

Son ésteres carboxilicos y tanto su parte alcohdlica, como su parte dcida pueden
tener varios isomeros, pero no todos muestran los mismos niveles de actividad
bioldgica y dependiendo de la presencia o ausencia del grupo ciano en la parte
alcohdlica, se clasifican en tipo 1 (actdan en los nervios periféricos) y tipo 2 (actdan

en el sistema nervioso central) respectivamente (Bisset, 2002).

El origen de los piretroides se remonta al uso del piretro como insecticida de
contacto obtenido de las flores de Chrysantemum cinerariaefoliun (Compositae)
desde el afio 400 a.C. Los componentes del piretro con actividad insecticida son 6;
piretrina I, piretrina II, cinerina I, cinerina II, jasmolina I y jasmolina II. Las

piretrinas tienen baja estabilidad en condiciones de campo ya que son degradadas
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rapidamente por la luz y el calor y debido a esta inestabilidad en 1945 se sintetiz6 la
retrolona a partir de la piretrina I, surgiendo el primer piretroide sintético (Lagunes-
Tejeda y Vilanueva-Jiménez, 1999). La primera generacién de piretroides comprende
solo la aletrina, que aparece en 1949. Esta, es muy sensible a la luz del sol. La
segunda generacion comprende una amplia diversidad de andlogos mds fotoestables
que la aletrina como la tetrametina, que aparece en 1965; seguida de la resmetrina y
la bioresmetrina, que surgen en 1967; posteriormente la bioaletrina y la fenotrina, en
el afio 1973. La tercera generacién incluye al fenvalerato y la permetrina, que
aparecen de 1972 a 1973. Estos son los primeros piretroides utilizados en el area
agricola por su eficiente actividad insectida y por su fotoestabilidad. En la cuarta
generacion encontramospiretroides muy efectivos, aqui se incluyen bifentrina, la
lambdacialotrina, la  cipermetrina, ciflutrina, deltametrina, esfenvalerato,
fenopropatrina, flucitrinato, fluvalinato y decametrina. Todos son fotoestables y por
su baja volatilidad proveen residualidad por arriba de 10 dias en condiciones 6ptimas

(Ware, 1999)

Permetrina
La permetrina es un piretroide sintético tipo I, es fuertemente usado en los programas

de control de Ae. aegypti, ya sea en aplicaciones espaciales, rociados residuales
intradomiciliares o en la impregnacién de materiales como cortinas, pabellones, etc.
Tiene cuatro isOmeros (#), cis/trans que proven actividad insecticida por varias

semanas con una simple aplicacion (Abou-Donia, et al., 1996)

C=CH COOCH,

TIETOO

HyC CH;,

Formula estructural de la permetrina 3-(2,2-dichloroethenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylic acid (3-phenoxyphenyl) (Tomado de -Donia, et al., 1996)

Modo de accién de los piretroides
Los piretroides afectan el sistema nervioso central y el periférico, lo que ocasiona

descargas continuas, seguidas de convulsiones. Actian en la neutrotransmision

axonal, en el sitio de reconocimiento en los canales dependientes de Sodio, para
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bloquear el transporte de sodio, potenciar la inactivacién del canal, prolongar la

apertura del canal durante la despolarizacién e inducir una corriente residual de

actividad lenta (Fig. 1). (Casida y Durkin, 2013)

Sin embargo el uso sostenido de temefos y de piretroides, como la permetrina, han

generado resistencia en Ae. aegypti (Rodriguez, et al., 2007; Jirakanjanakit, et al.,

2007; Conde, et al., 2015, Vontas, et al, 2012).

Resistencia a insecticidas

La FAO define la resistencia, como la capacidad desarrollada por una poblacion

determinada de insectos, a no ser afectada por la aplicacién de insecticidas (FAO,

1979) Sin embargo, también puede definirse como “la habilidad complementaria y

hereditaria propia de un individuo o conjunto de ellos, que los capacita fisiolégica y

etologicamente, para bloquear la accién téxica de un insecticida por medio de

mecanismos metabdlicos, y en consecuencia, sobrevivir a la exposicion de dosis que

para otros seria letal” (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1999). El desarrollo de

resistencia en una poblacion de insectos ocurre por la seleccion de individuos que

pueden sobrevivir a la presion por un insecticida.

Hay diferentes tipos de resistencia:

1.

Multiple: La poblacién posee varios mecanismos de resistencia en forma
simultidnea, por lo que adquiere resistencia a varios insecticidas, aunque no
hayan sido aplicados (Bisset, 2000).

Cruzada negativa: Se presenta cuando una poblacién resistente, regresa a una
susceptibilidad cercana a la original, al aplicar otro insecticida
toxicoldgicamente diferente (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1999).
Cruzada: Al aplicar un insecticida la poblacién desarrolla resistencia tanto a
este insecticida, como a otros que no hayan sido aplicados, pero que estén
relacionados toxicoldgicamente por al menos un mecanismo de resistencia
comun (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1999). Por ejemplo el caso de

los organoclorados y los piretroides.
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La resistencia en Ae. aegypti, como en otros insectos, es un fenémeno multifacético
que envuelve principalmente dos tipos de mecanismos: El primero de tipo
metabdlico o enzimdtico, que consiste en la sobreproduccién de enzimas
detoxificativas que metabolizan y detoxifican el insecticida o lo secuestran,
inhibiendo o previniendo que actie sobre el sitio blanco (Hemingway, et al., 2004).
El segundo mecanismo es el de tipo knockdown resistance o kdr, que resulta de la
seleccion de los insecticidas, produciéndose mutaciones en los genes que codifican
las proteinas que son el sitio blanco de los plaguicidas (Stenhouse, et al., 2013). Los
piretroides se fijan en los canales de sodio dependientes de voltaje de las neuronas,
induciendo la apertura del canal (Bisset, 2002). Kdr usualmente limita la efectividad
de los piretroides, ya que al estar presente una mutacion se reduce la sensibilidad de
union del piretroide con los aminoécidos en el canal de sodio (Stenhouse, et al.,

2013). Estos mecanismos serdn descritos mds detalladamente a continuacion.

Mecanismos de resistencia

Resistencia por comportamiento
Penetracion reducida

Metabdlica

B L b=

Insensibilidad en el sitio de accion o kdr (“knock-down resistance o

resistencia al derribo)

Resistencia por comportamiento
Se refiere a la serie de comportamientos que ayudan reducir la exposicion de los

insectos ante algin compuesto toxico en un ambiente que podria ser fatal. Se
presentan cambios en la actividad que modifican el contacto con hdbitats tratados
con insecticidas, como por ejemplo, mosquitos que cambiaron sus habitos endéfilos
por exofilos. Sin embargo, este tipo de resistencia es dificil de comprobar y

relacionar (Sparks, et al. 1989).

Penetracion reducida.
Esta depende de las propiedades fisico-quimicas del insecticida, de la formulacién

del insecticida, de la polaridad del insecticida y de la naturaleza del solvente. Por

ejemplo, la penetracion de los piretroides a través de la cuticula, puede ocurrir por

-20-



los canales anastomosados formados en la capa de cera dentro de la cuticula o a
través de las regiones intersegmentales que no estdn esclerotizadas o por los
espirdculos a través del revestimiento traqueal lipofilico (Bisset, 2002; Badii y Garza,
2007). Los insectos en general tienen menor penetracion del téxico y en el caso de
Ae. aegypti se ha registrado penetracion reducida por si sola, confiriendo resistencia

5X a malatién (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1999).

Resistencia metabdlica
Normalmente los insectos estdn expuestos a toxinas en sus dietas o a través de la

aplicaciéon de xenobidticos como los insecticidas (Chapman, 2013) . En la mayoria de
los insectos los toxicos son excretados, no sin antes ser metabolizados. La
resistencia metabdlica envuelve alteraciones mas sutiles en la expresion de un
complejo arreglo de enzimas y vias de detoxificacién, sin embargo, estos
mecanismos son menos entendidos (Philippe, et al., 2013).La resistencia metabdlica
ocurre con el incremento de enzimas detoxificativas como oxidasas de funcién

multiple, glutatidon-S-transferasas (GST) y esterasas (Bisset, 2002).

Funcion Oxidativa Mixta (P450s). También conocido como citocromo P-450. Son
uno de los grupos mds grandes de enzimas que se encuentran en todos los
organismos como bacterias, hongos, plantas y animales. Las monooxigenasas y sus
reductasas NADPH P450 se encuentran en el reticulo endopldsmico (P450s
microsomal) o dentro de las membranas mitocondriales (P450s mitocondrial). Son
inespecificas y se encargan de catalizar una reaccién de oxidacion que depende de
NADPH, de la flavoproteina NADPH-citocromo P450 reductasa, de wuna
ferroproteina y del citrocromo P450 (Rodriguez-Coto, 2008). Se encargan de
metabolizar insecticidas a través de O-, S- e hidroxilacion N-alquil, hidroxilaciones
alifaticas y epoxidaciones, hidroxilaciones aromdticas, oxidacion éster y oxidacidn
nitrégeno y tio-éter (Wilkinson, 1976). Es uno de los mecanismos mds importantes
en la detoxificaciébn o activacion de xenobidticos, (como los insecticidas) vy
compuestos endogenos. Al menos hay 4 familias de enzimas P450 reconocidas para
insectos (4, 6, 9 y 18), de las cuales las pertenecientes a la familia 6 son responsables

de la resistencia (Brogdon y McAllister, 1998a).
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Se han reportado diversos genes P450 sobreexpresados en cepas resistentes a
mosquitos, incluyendo genes P450 para deltametrina en Anopheles albimanus,
piretroides en Anopheles funestus, pemetrina en Culex quiquefasciatus y deltametrina
en Culex pipiens pallens (Liu, et al., 2015). Cominmente se usan inhibidores de las

P450s como el butéxido de piperonilo (PBO) junto con el insecticida.

Glutation-S-Transferasas (GST). Son proteinas diméricas solubles relacionadas con
el metabolismo, detoxificacion y excrecion de un gran nimero de compuestos
exogenos y enddgenos. Se dividen en tres principales grupos: Citosdlicas,
microsomales y mitocondriales; de las cuales los mosquitos contienen tanto las

citosdlicas como las microsomales (Lumjuan, et al., 2007).

Las GST citosdlicas, estdn agrupadas en tres clases: I, I y III. En insectos hay una
gran variedad que se han clasificado de acuerdo a letras griegas. Por ejemplo la Clase
I corresponde a las tipo Delta, la Clase II a las Epsilon y la III a las Sigma. La
mayoria de las GST implicadas en el metabolismo de xenobidticos en insectos

pertenecen a las Delta y Epsilon (Li, ef al., 2007).

Participan en la resistencia a organofosforados, organoclorados y piretroides.
Desempefian un rol en la detoxificaciéon y antioxidacion celular conjugando la
glutation reducida con los centros electrofilicos de xenobidticos naturales o
sintéticos, incluyendo los insecticidas. Conjugacién, dehidrocloracién, secuestro del
xenobidtico pueden ser los responsables de resistencia a insecticidas, como
organoclorados, organofosforados y piretroides (Singh, 2007). El mayor papel de las
GST en respecto a organofosforados es la detoxificacion del insecticida por la
reaccion de conjugacion con el glutation resultando en una O-dealquilacién u O-

dearilacién (Lumjuan, et al., 2007)

Algunas GST catalizan la dehidrocloracién del DDT, al metabolito DDE, usando el
glutatiéon reducido como cofactor y no como una conjugacién. En adicién a la
dehidrocloracién y a la conjugacion, las GST estdn involucradas en la circulaciéon y
transporte celular de compuestos endofilicos, unién y secuestro de xenobidticos. Se

ha determinado que en la cepa GG de Ae. aegypti resistente a DDT existen dos de
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tres isoenzimas de GST distintas bioquimica e inmunolégicamente, que se
encuentran sobre expresadas 2-5 veces y de 25-50 veces respectivamente
dependiendo de la edad y el sexo del individuo (GST1a y GST2 o AaGSTD1) (Li, et
al. 2007).

Esterasas. El mecanismo de resistencia mas comun en insectos es a través de
esterasas, las cuales detoxifican un gran nimero de insecticidas, metabolizandolos,
ya que hidrolizan las uniones éster (Brogdon y McAllister, 1998a). Las esterasas
comprenden 6 familias de proteinas pertenecientes a las o y [ hidrolasas,
encontrandose solas o en conjunto (Hemingway y Ranson, 2000). Las o hidrolizan
preferentemente el 1-naftilacetato y las B 2-naftilacetato, por lo que al ser aplicado
un insecticida se eliminan los individuos con pocas de éstas enzimas (Bisset, 2002;

Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1999).

La resistencia a organofosforados y carbamatos producto de la accién de las esterasas
es comun en diferentes insectos. Se ha determinado una alta actividad de
carboxilesterasas en insectos resistentes a organofosforados (Ling, et al, 1999).
Asimismo, los piretroides por ser ésteres pueden ser metabolizados por sus esterasas

respectivas.

Se ha reportado que las esterasas desarrollan un papel importante en el metabolismo
de permetrina, malation, temefos, clorpirifos en Ae. aegypti, Cx. pipiens, Cx.
quinquefasciatus, Anopheles stefensi (Flores, et al. 2005, Rodriguez, et al, 1999,
Brogdon y McAllister, 1998b).

Diferentes mecanismos moleculares son responsables del incremento en la actividad
de las esterasas. Por ejemplo, la amplificacion de genes es una modificacion
genOmica que puede incrementar el nimero de copias de genes o el cambio de un
aminodcido por otro, da la especificidad en las hidrolasas hacia un inseticida (Li, et
al., 2007). En mosquitos como Culex se ha observado la amplificacion de genes en

cepas resistentes (Hemingway y Ranson 2000).
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Insensibilidad en el sitio de accion.

Resulta de la modificacion estructural o mutaciones puntuales de genes que codifican
proteinas que interactian con insecticidas (Casida y Durkin, 2013). El sitio blanco de
insecticidas como el DDT vy los piretroides son los canales de sodio causando
descargas repetitivas y despolarizacion de las membranas causando la muerte. La
acetilcolinesterasa es una enzima que actda en el sistema nervioso hidrolizando la
acetilcolina y deteniendo el impulso nervioso y es el blanco tanto para
organofosforados como para carbamatos (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez,

1999).

Acetilcolinesterasa insensible (iActh)
La acetilcolinesterasa es una enzima critica para la hidrdlisis de la acetilcolina en la

sinapsis neuronal. La toxicidad de insecticidas como los organosfosforados vy
carbamatos depende de la inhibicién de la Acetilcolinesterasa (Acth) en las regiones
terminales de los nervios colinérgicos. Su inhibicién causan la acumulacion de
acetilcolina y por lo tanto la estimulacion continua y excesiva de los receptores

colinérgicos (Liu, 2015).

Hay dos tipos de Acetilcolinesterasa, identificadas en mosquitos, la Acthl y la
Acth2, codificadas por los genes ace-1y ace-2, pero unicamente la Acthl se ha
relacionado con la resistencia a organosfosforados y carbamatos. (Weill, et al,
2003). Se han reportado mutaciones en el gen ace-, como la G119S confiriendo
resistencia en mosquitos como An. gambiae, Anopheles albimanus, Culex vishnui,

Culex pipiens y Cx. quinquefasciatus, pero no en Ae. aegypti (Vontas, et al., 2012).

Mutacion en receptores GABA
El sitio de accidon de ciclodienos y fenilpirazoles son los receptores GABA. Estos

receptores responden al neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA)
llevando a cabo la transmision nerviosa entre la célula nerviosa activadora y los
musculos (Brogdon y McAllister, 1998a). El modo de accién de como los
ciclodienos es el bloqueo del flujo clorinado dependiente del GABA hacia el receptor

clorinado de GABA (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1999).
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La resistencia a ciclodienos como el dieldrin, es conferida por el cambio de alanina
por serina o glicina en el codén 302 del gen Rdl (resistance to dieldrin) (ffrench-

Constant, et al., 2004).

Canales de sodio y Knockdown resistance
El término knock down resistance (kdr) es usado para describir el mecanismo de

resistencia no metabdlico, que confiere resistencia a la accién de pardlisis rapida
ocasionada por el DDT vy los piretroides, reduciendo la sensibilidad en los canales de
sodio (Linss, et al. 2014). Los piretroides actian en los canales de sodio
dependientes de voltaje, los cuales estdn compuestos por cuatro dominios homoélogos
(I-IV), con seis segmentos hidrofébicos cada uno (S1-S6) (Catterall, 2000). Se han
identificado una serie de mutaciones en diferentes ordenes de insectos que afectan la
susceptibilidad a piretroides. Estas mutaciones consisten en cambios

conformacionales en los canales de sodio confiriendo resistencia al derribo o kdr.

De acuerdo con Burton, ef al., (2011) el clasico kdr, resulta de la sustitucion de
Leucina por Fenilalanina (L1014F) en los canales de sodio dependiente de voltaje en
un gran ndmero de insectos, reportdndose por primera vez en Musca domestica. Han
sido reportadas otras dos sustituciones L1014S y L1014H, las cuales, al caracterizar
estas tres mutaciones se observd que hay resistencia a DDT, permetrina y piretroides
respectivamente. No Unicamente estas sustituciones han sido registradas modificando
la susceptibilidad a piretroides, por ejemplo Heliothis virescens presenta resistencia a
piretroides por la mutacion LeulO14His (Park, er. al, 1999). Al menos otras 20
sustituciones han sido registradas presentdndose principalmente en los segmentos S4

y S5 o en los segmentos S5 y S6 del dominio II.

Respecto a mosquitos, la mutacion F1014 ha sido identificada en An. gambie y
Culex, pero no en Ae. aegypti, debido a que en el sitio 1014 del canal dependiente de
sodio, es codificado por CTA, en lugar de TTA, coddn presente en la mayoria de los
otros insectos (Tabla 3). Para que se presentara seria necesario que se substituyeran 2
nucledtidos simultineamente (Saavedra-Rodriguez, et al., 2007). Sin embargo, se
han encontrado otras mutaciones como la ValO16lle y la Phe1534Cys reduciendo la

susceptibilidad a piretroides, en los segmentos IIS6 y IIIS6 respectivamente
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(Saavedra-, et al., 2007, Harris, et al., 2010). La frecuencia se ha visto incrementada
en lugares con intenso uso de piretroides como México, Brasil (Ile1016), Gran
Caimén, Martinica y Tailandia (Cys1534) (Ponce, et al., 2009, Harris, et al.,, 2010,
Stenhouse, et al., 2013). Estas mutaciones se han encontrado en poblaciones
resistentes a permetrina, mientras que la V1016G se determind confiriendo

resistencia a deltametrina (Stenhouse, ef al., 2013).

Tabla 3. Mutaciones detectadas en los canales de sodio dependientes de voltaje en
mosquitos confiriendo resistencia a insecticidas.

L1014S An. gambiae Brooke, 2008
L1014F An. gambiae Brooke, 2008
[1o11M Ae. aegypti Brengues, et al., 2003
[1011M An. gambiae Brengues, et al., 2003
F1269C Ae. aegypti Saavedra, et al., 2007
violel Ae. aegypti Saavedra, et al., 2007
F1534C Ae. aegypti Yanola, et al., 2011

Se ha desarrollado un modelo para predecir el lugar de los sitios de unién para los
piretroides y el DDT en los canales de sodio dependientes, dicho modelo aborda la
afinidad de los piretroides, su mecanismo de accién y el rol que juegan las
mutaciones de los canales de sodio en la resistencia (O’Really, et al., 2006).
Saavedra, et al. (2007) reportan la presencia de dos mutaciones en los codones 1,011
y 1,016, codificando un cambio a Valina y uno a Isoleucina respectivamente,
mientras que en 2009, Ponce et al. reportaron el andlisis de la frecuencia de la
mutacion Ile 1,016 en 3,808 Ae. aegypti de 78 colecciones de los afios 1996 a 2008
en México y determinaron que un andlisis de regresion lineal basado en 7 de las
colecciones de 2007 revelaron que la frecuencia de homocigotos Ile1,016 predicen

con precision el rango de kdr para mosquitos expuestos a bioensayos de permetrina.
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Hu, et al., (2011, citado en Burton, 2011) reportaron la mutacién IIIS6 (F1515C,
numeracién dada en cucaracha) debido a que confiri6 resistencia a permetrina en Ae.
aegypti. La deteccion de kdr en campo tiene consecuencias en el uso de los

piretroides para el control de mosquitos.

Bioensayos con mosquitos
Actualmente se realizan bioensayos, pruebas bioquimicas y moleculares, ademds de

diagndsticos genéticos para detectar y cuantificar la resistencia a los insecticidas

(Brogdon et al, 1998, Morou, et. al, 2010).

Tabla 4. Susceptibilidad a insecticidas en poblaciones de Ae. aegypti (Lagunes-Tejeda, et

al, 2009)
Insecticida DL, Referencia Insecticida DLs, Referencia
B.t 0.0026 Vejar, 1994 | Permetrina+S- 0.003 mg/L Vejar, 1994
israclensis mg/L bioaletrina
B.t 0.015 Vejar, 1994 | Permetrina+S- 0.0015 mg/L. | Vejar, 1994
israclensis mg/L bioaletrina
Bt 0.0012 Vejar, 1994 | Permetrina+S- 0.0026 mg/L | Vejar, 1994
israelensis bioaletrina
mg/L
B.t 0.002 Vejar, 1994 | Permetrina+S- 0.003 mg/L Vejar, 1994
israelensis bioaletrina
mg/L
B. 1 0.0013 Vejar, 1994 Pirimif6s metilico 0.014 mg/L Sanchez,
israelensis mg/L 1995.
Diclorvoés 0.012 Sanchez, Propoxur 0.7 mg/L Sanchez,
1995. 1995.
mg/L
Fention 0.003 Sanchez, Temefos 0.0002 mg/L. | Sanchez,
mg/L 1995. 1995.
Fenvalerato, 0.012 Sénchez, Temefds 0.0008 mg/L. | Vejar
1994 me/L 1995.
Malation 0.066 Sénchez, Temefds 0.011 mg/L Vejar, 1994
mg/L 1995.
Naled 0.03 mg/L | Sénchez, Temef6s 0.006 mg/L Vejar, 1994
1995.
Permetrina. 0.003 Sénchez, Temefos 0.009 mg/L Vejar, 1994
mg/L 1995
Permetrina+S- | 0.002 Vejar, 1994 | Temef6s 0.006 mg/L Vejar, 1994
bioaletrina
mg/L
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El bioensayo es una herramienta util para determinar si la poblacion es susceptible o
resistente, por lo que Lagunes, et al., (2009), se dieron a la tarea de presentar los
valores de las DLsy para 64 insecticidas o acaricidas en 33 especies de artropodos,
para la utilizacién en la determinacion en la susceptibilidad o resistencia de estas

poblaciones, datos entre los cuales se encuentra Ae. aegypti. (Tabla 4).

Estudios recientes con bioensayos y pruebas bioenzimadticas revelan que en paises del
Caribe, como Trinidad y Tobago, existe resistencia en Ae. aegypti a diferentes
insecticidas utilizados para el control, tales como DDT, temefds, bendiocarb y
permetrina y que en la mayoria de las poblaciones estudiadas tienen actividad por
oxidasas (Funcién oxidasa mixta). Los niveles de actividad enzimatica altos,
muestran que un papel importante en la manifestacion de resistencia en este
mosquito. Los bioensayos y las pruebas bioquimicas utilizados como parte de los
programas de control de vectores juegan un papel importante en el seguimiento de la
eficacia de los insecticidas, lo que permite la deteccion temprana de resistencia y
contribuye a tomar las medidas necesarias para realizar un manejo adecuado (Polson,

etal., 2011).

Situacion actual en Puerto Rico

Puerto Rico inicia el control de Ae. aegypti alrededor de 1950 y se basé inspecciones
domiciliarias y en la aplicacion perifocal de organoclorados como el DDT vy el
dieldrin, sin embargo, en 1959 se detecta resistencia de Ae. aegypti a estos
insecticidas, la cual es confirmada en 1963 en Puerto Rico y las Islas Virgenes, lo
que se considera como un factor que contribuy6 al fracaso en la erradicacion de este
mosquito en dicho pais; en 1960 se reportaron los primeros casos de resistencia a
organofosforados y carbamatos, encontrdndose una cepa en Puerto Rico resistente

10x a malation y Diazinén (Fox, 1961).

Anos después, en 1969, se detecta resistencia al malatién y a partir de ese afio se
abandona la campafia de erradicacion de Ae. aegypti en Puerto Rico (Barrera, 2010).
En 1988 se reporta resistencia a temefos, malation, fention y clorpirifos en una cepa

de Ae. aegypti de Puerto Nuevo (Rawlings y Ragoonansingh, 1990, citado en Barrera
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2010). En la actualidad el manejo de este mosquito se realiza con Cipermetrina, para
uso residual en llantas; piretrinas mds butoxido de piperonilo, en aplicaciones intra-
domiciliarias y permetrina mds butéxido de piperonilo, para aplicaciones Ultra Bajo
Volumen. Desafortunadamente desde la década de los 90’s hasta la fecha, no se
conocen los niveles de susceptibilidad de Ae. aegypti a insecticidas en Puerto Rico y
tampoco se ha determinado si efectivamente un programa sostenido de control
combinado con un enfoque basado en la participacién comunitaria pudiera resolver el

problema de la transmision de los virus del dengue en este pais.
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3. JUSTIFICACION

Aedes aegypti en Puerto Rico, estd fuertemente incriminado en la transmision de
dengue, chikungunya y zika lo que representa un problema de salud publica en este
pais. Debido a la interaccion de diversos factores como la circulacion simultidnea de
diferentes serotipos, el clima, la ecologia, su control, la temprana aparicién de
resistencia a insecticidas (Barrera, 2010, Barrera, et. al, 2014), la ausencia de
programas de control de vectores en Puerto Rico basados en la prevencidn, ademas
del desconocimiento de los niveles de susceptibilidad a insecticidas de Ae. aegypti,
desde la década de los 90’s hasta la fecha, permitié plantear como objetivo,
determinar la susceptibilidad a insecticidas de uso comun como temefos y permetrina
y mecanismos de resistencia de poblaciones larvarias y adultas Ae. aegypti asi como
también a spinosad como un larvicida alternativo; ademds de detectar mutaciones

asociadas a la resistencia tipo kdr como la Cys 1534 e Ile 1016.
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4. HIPOTESIS

El uso continuo de insecticidas organofosforados y piretroides para el control de Ae.

aegypti en Puerto Rico, lo ha llevado ha generar resistencia a los mismos.
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S. OBJETIVO GENERAL

Determinar el grado de susceptibilidad de Ae. aegypti en ocho poblaciones de Puerto
Rico a los insecticidas organofosforados y a los piretroides, asi como determinar los
mecanismos de resistencia enzimdtica y la mutacién knock-down resistance (kdr)

Ile1,016 y Cys 1534.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la Concentracion Letal 50 (CLs) a temefos y spinosad en larvas
de ocho poblaciones de Puerto Rico

2. Evaluar el grado de susceptibilidad a permetrina en adultos de ocho
poblaciones de Puerto Rico mediante la determinaciéon de la Concentracion
Letal 50 (CLsy).

3. Determinar la CK50, TK50 y TL50 para permetrina, en adultos de ocho
poblaciones de Puerto Rico y la cepa susceptible New Orleans.

4. Determinar el grado de susceptibilidad a temefos y spinosad en larvas y a
permetrina en adultos en la cepa susceptible New Orleans mediante la
determinacién de la Concentracidn Letal 50 (CLsg).

5. Determinar la presencia de los mecanismos enzimdticos de resistencia
asociados a temefos, spinosad y permetrina.

6. Determinar la frecuencia de mutaciéon knock-down resistance (kdr) Ile1,016 y

Cys 1534 en poblaciones adultas.
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6. METODOLOGIA

Area de estudio:

Ocho localidades de diferentes regiones geograficas de Puerto Rico fueron

seleccionadas para este estudio (Fig. 3):
Region Noreste: Guaynabo 18°22°19.66°° N 66°6°11.34°” W,

Regién Este: Canovanas 18°22°41.41° N 65°53°50.31° W; Carolina (Villa
Carolina) 18°23°23.97°° N 65°57°17.23> W;

Region interior Este: Caguas 18°14°27.06°° N 66°1°29.47 W

Region Sur: Salinas 17° 58°47.99 N 66°17°24.56’W, Guayama 17°59°14.40> N
66°6°40.83°> W, Ponce 17°58'58.77"N 66°37'31.41"W y Pefiuelas 18° 3'48.37"N
66°43'52.95"W.

Carolina N
SR
18°22'19.66” N :
66°6'11.34"” W Canovanas

18°22'41.41”N
65°53’50.31” W

Caguas
18°14'27.06” N
66°1'29.47” W

Pefiuelas

Ponce
18°3'48.37"N
°58'58.77" Guayama
66°43'52.95"W el Y

o 66°37'31.41"W Salinas 17°59’14.40” N
17°58’47.99” N 66°6’40.83” W

@ 66°17'24.56”"W

Fig. 3. Ubicacidn geogrdfica aproximada, del sitio de muestreo en los municipios de
Puerto Rico en donde se realizaron las colectas de Ae. aegypti.
Estos municipios se distribuyen a lo largo de Puerto Rico, por lo que representan los

diferentes tipos de clima en la isla.
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Material biologico: Huevos de Ae. aegypti fueron colectados utilizando 30
ovitrampas de plastico negras (450 mL) colocadas en viviendas de cada localidad.
Las ovitrampas contenian una infusién de heno hasta la mitad del recipiente y papel
filtro como sustrato para la ovoposicion. Los huevos colectados se condicionaron
manteniéndolos himedos por tres dias para permitir el desarrollo embrionario de Ae.
aegypti en el Dengue Branch, Centers for Disease Control and Prevention(CDC), San
Juan, Puerto Rico. Posteriormente los huevos (estos se consideraron como los
parentales) se colocaron en charolas con agua declorada y levadura para su eclosion
y las larvas fueron alimentadas con alimento para conejo (Breeder’s Choice® Rabbit
Feed) hasta la emergencia de los adultos. Para la produccién de huevos (F;), las

hembras se alimentaron con alimentadores artificiales que contenian sangre de res.

Establecimiento de la colonia en el laboratorio
Los huevos (F), fueron enviados al 4drea de Fisiologia y Toxicologia del Laboratorio

de Entomologia Médica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon (UANL), México, para llevar a cabo los bioensayos de

susceptibilidad y ensayos bioquimicos.

En el insectario los huevos (F;) se colocaron en charolas con agua declorada y las
larvas fueron alimentadas con proteina de higado en polvo al 50%. Las pupas
obtenidas fueron transferidas a vasos, los cuales se colocaron en jaulas (30x30x30
cm) para la emergencia de los adultos. Las jaulas se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (27°C+1°C) y humedad relativa (80% =+2), y los machos
fueron alimentados con una solucién azucarada al 10% y las hembras con sangre de
Rattus novergicus para la producciéon de huevos (F2). Con las larvas obtenidas,
siguiendo la metodologia de la WHO (2005), se realizaron los bioensayos con ambos
larvicidas para obtener la concentracion letal media (CLsp) para cada poblacion,

usando como referencia la cepa susceptible New Orleans (NO).
El uso de vertebrados para la alimentacién de los mosquitos fue bajo el cumplimiento

de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999 y de la U.S. Department of
Health and Human Services (OLAW A5884-01).
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Pruebas de susceptibilidad a temefos y spinosad (Natular® EC) en larvas
Las pruebas de susceptibilidad se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por

la WHO (2005): Se colocaron 20 larvas de tercer estadio en envases de plastico que
contenian 99 mL de agua destilada y se les adicioné 1 mL de la solucién stock del
insecticida. Se evaluaron 5 0 mds concentraciones de cada uno de los larvicidas por
triplicado, tanto en las poblaciones de Puerto Rico, como en la cepa susceptible NO.
Asimismo se incluyé un control (también por triplicado) al cual se le afiadié 1 mL de

etanol. Se registré la mortalidad 24 horas después de la exposicion.
Preparacion de soluciones stock:

a) Temefos (O,0,0°0O -tetrametil — O,0-tiodi p-fenilen difosforotionato): Una
solucion stock diluida en etanol (100 pg/ul) fue preparada a partir de temefos
(97.5% 1i.a. Chem Service), de la cual posteriormente se seleccionaron
concentraciones que produjeron mortalidades entre 2 y 98%. b)

b) Spinosad: Una solucion stock diluida en agua destilada (100 pg/ul) fue
preparada a partir del producto comercial Natular® EC, Clarke, (239g/L), de
la cual posteriormente se seleccionaron concentraciones que produjeron

mortalidades entre 2 y 98%.

Pruebas de susceptibilidad para a permetrina en mosquitos adultos
Las pruebas de susceptibilidad se realizaron siguiendo la metodologia de “botella

impregnada”, propuesta por el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades

(CDC) de Atlanta, USA (Brogdon y McAllister, 1998b).

Preparacion de soluciones stock
¢) Permetrina: Una solucién stock diluida en acetona (100 pug/ul) fue preparada

a partir de permetrina (40.1% de pureza cis-58.7% trans, Chem Service), de
la cual posteriormente se seleccionaron concentraciones que produjeron

mortalidades entre 2 y 98%.

Impregnacion de botellas
Se emplearon botellas de vidrio de 250 mL de capacidad de la marca Wheaton con

tapon de rosca. Cada botella fue impregnada con 1 mL de acetona y la cantidad de
insecticida calculada de la solucién stock anteriormente preparada. Posteriormente la
botella se tapd y la mezcla se dispersé con movimientos suaves, por toda la botella

incluyendo la tapa. En seguida se quitd la tapa y la botella se dejo a temperatura
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ambiente, en un lugar oscuro y seco, por 24 horas para que se evaporara el exceso de

acetona.

Pruebas de susceptibilidad a permetrina en adultos de mosquitos
Se realizaron bioensayos que con hembras (F,) de 1 a 3 dias de edad, alimentadas

s6lo con una solucién azucarada al 10%. Las cuales fueron colocadas en las botellas
previamente impregnadas con permetrina. Se expusieron por 60 minutos, periodo
durante el cual se hicieron observaciones cada 10 minutos, registrandose los
mosquitos derribados. Se consider6 como mosquito derribado a aquel que era
incapaz de volar, el que estaba dorsalmente en el fondo de la botella o el que no se
mantenia erguido. Posteriormente los mosquitos los mosquitos se colocaron en
envases libres sin insecticida en donde se mantuvieron por 24 horas para registrar la
mortalidad al término de este tiempo. Se siguié esta metodologia para las cepas de
Puerto Rico y para la cepa susceptible New Orleans. Los mosquitos muertos se

mantuvieron a -70°C.

Factor de resistencia
El Factor de Resistencia (FR) fue determinado siguiendo los criterios de Mazarri y

Georghiou (1995), este se calcula dividiendo los valores de la variable a determinar
como la CLsy o TLso de las poblaciones bajo estudio entre los obtenidos en la cepa
susceptible New Orleans. Los resultados indican, que si el FR es menor a 5, la
poblacion es susceptible, mayor o igual a 5, tolerante y un FR mayor a 10, la

poblacién es considerada como resistente.

Pruebas bioquimicas
Se realizaron pruebas bioquimicas para medir la respuesta enzimdtica de las larvas o

de los mosquitos adultos. Cada una de 30 larvas (F2) o mosquitos fueron
homogeneizados individualmente en 100 pl de buffer fosfato de potasio 0.01 M pH
7.2 y suspendidos en 2 mL del mismo buffer. Alicuotas de 100 puL, por triplicado, se
transfirieron a placas de microtitulacion. Se cuantificaron las enzimas
acetilcolinesterasa insensible (iIAChE), alfa y beta-esterasas, oxidasas de funcion
multiple (MFO), y glutation-S-transferasas (GST) (Brogdon and Dickinson, 1983;
Brogdon, et al.,1997; Brogdon and Barber, 1990; Brogdon, 1988; Brogdon and
McAllister, 1998), usando como referencia la cepa NO. Las absorbancias se
midieron con un espectrofotometro ASYS UVM-340, (Austria, Europa) y fueron

promediadas. (Anexo I)
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Umbral de resistencia
El umbral de resistencia a insecticidas se determiné con el valor promedio maximo

de absorbancia de la cepa NO para cada enzima, y se categorizaron los mecanismos
enzimaticos como no alterado (NA) cuando menos del 15% de las absorbancias de
los especimenes analizados rebasa el umbral, incipientemente alterado (IA) entre 15

y 50% o alterado (A) cuando mds del 50% rebasa dicho umbral.

Analisis Estadistico
Una vez obtenidos los resultados de mortalidad, fueron analizados para la

determinacién de la concentracion letal media (CLsp) mediante el software IRMA de

dosis-respuesta (Lozano-Fuentes, et al., 2010).

La prueba U-Mann Whitney, fue empleada para determinar diferencia significativa
entre las medianas de los niveles enzimadticos en las larvas de las poblaciones
estudiadas con respecto a la cepa de referencia; también fue determinado el grado de
asociacion entre los valores de CLsy a la cual fue sometida cada poblacién y los
niveles enziméticos (valores promedio de absorbancias), mediante un andlisis de

regresion lineal con el programa SPSS version 22.

Se utilizé la férmula de correcciéon de mortalidad en el testigo de Abbot (1925) en

caso de que haya mortalidad en el testigo para cada insecticida probado.

Determinacion de las frecuencias alélicas de la mutacién "kdr"
Se determinaron las frecuencias alélicas de la mutacién Ile1016 y Cys1534 en

hembras de Ae. aegypti de las poblaciones de Puerto Rico antes mencionadas. Se
extrajo el ADN gendmico de la cabeza de los mosquitos siguiendo la técnica de

extraccion de sales (Coen, et al, 1982) (Anexo I)

Amplificacion de los alelos Ile1,016 y Val1,016
Se realiz6 una sola reacciéon de PCR en tubo, para lo cual se preparé un Master mix

con Buffer 10x, Agua destilada ultrapurificada, Cloruro de Magnesio 1.5 mM,
dNTP’s 25nM, 2 primers “alelo especificos” a 500 pM/ul: Vall,016 5 -
[GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACC
G] 3) y 1le1,016 (5 -[GCGGGCACAAAT TGTTTCCCACCCGCACTGA]-3 y un
primer anti sentido Ile1,016r 5 - TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC y Taq
polimerasa SU/uL. En cada tubo de PCR se coloc6 1.5 uLL de ADN vy se le agreg6

23.5 puL del Master Mix, se mezclaron por pipeteo y se colocaron en un
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termociclador Biocycler BIORAD ® programado a 4 ciclos: ler ciclo: 95 °C x 5
min, 2do Ciclo: 95°C x 1min, 60°C x 1min, 72 °C x 1.15 min 29x, 3er Ciclo: 72°C x
10min, 4to Ciclo x 4°C 24 horas

Tabla 5. Amplificacion de los alelos Ile1,016 y Val1,016

Agua bidestilada

10x Buffer

dNTPs (el sustrato para nuevo ADN)

Primer 1
Val1016fGCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCC
GCACCGG

Primer 2 Ile1016f GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA

Primer 3 le1016r TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

Taq Polimerasa

DNA 3 ul

Programa de termociclador (alelos 1le1016 y Val1,016)

1. 95°C 5 min.

2. 95°C—-30seg, 63°C—30seg, 72 °C-1 min
30x.

3. 72°C 5 min

4. 4°C €2,
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La identificaciéon de genotipos se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Alvarez, 2012: Los productos de PCR, un marcador de peso molecular de 12 bandas
(de 25bp a 500 pb HyperLadderTMV, Bioline) y el control negativo se revisaron en
geles de agarosa al 3% disueltos en TBE. Las muestras en el gel se mezclaron 3
uL de buffer de carga (azul de bromophenol disuelto en TBE 1X y glicerol) y 6 uL.
de los productos de PCR y se colocaron en los pozos del gel. La electroforesis se
corrié por 20 minutos a 100 voltios y se visualiz6 el gel en un transiluminador de luz

ultravioleta para lo genotipificacion.

Amplificacion de los alelos Cys1535 y Phel534
Se mezcl6 1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad 170-8880), mas ddH20 y los primers

Cys1534+GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGTGTTCTTC
ATCA GTG. Phel534 + GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT 1534 —
TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT. Se utilizaron placas multidisco para PCR
tiempo real (BioRad MLL9651), a los cuales se les coloc6 19 pL del Mix y 1 uL de
la muestra de ADN.

Las condiciones del termociclador fueron: 95 ° C 3 min, 95 ° C 10 seg, 57 °© C 10
seg, 72 © C 30 seg, 39 veces mas a la etapa 2, 95 ° C 10 seg. La curva de fusion 65 °
C a 95 ° C Incremento de 0,5 ° C por 5 segundos + Placa leido.

Tabla 6. Amplificacion de los alelos Cys1535y Phel534

Agua bidestilada

iQSyber Green Supermix

ddH-O

Primer 1
Cys1534+GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCTCTACTTTGTGTTCTTC
ATCA GTG.

Primer 2 Phe 1534 + GCGGGCTCTACTTTGTGTTCTTCATCATATT
Primer 3 Phe 15341534 - TCTGCTCGTTGAAGTTGTCGAT
TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

DNA 1 pl
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Programa de termociclador (alelos Cys1534 y Phe1534)

1. 95°C 3 min.

2. 95°C—-10seg, 57°C—10seg, 72 °C- 30 seg
39x, 95°C

3. 65°C-95°C

4. 0.5°C 5 seg.

Los resultados fueron leidos a través de la técnica de Melt Curve en la que:

Un pico a 80 °C (Phel534) correspondi6 a susceptibles. Un pico a 85 °C (Cys1534),

corresponde a resistentes y ambos picos, 80°C y 85°C, heterocigoto Fig 4

Melt Peak
1400 +
1200 +
1000 4+ -
—
é 800 T
‘-?' 600 +
400 +
200 + T 3
0+ o 3
65 70 75 80 85 90 95
Temperature, Ceisius

Fig. 4. Grdfica de Meltcurve, que muestra las curvas con sus temperaturas
correspondientes: un pico a 80 °C, (Phe1534) (susceptibles), un pico a 85 °C (Cys1534)
(resistentes) y ambos picos, 80°C y 85°C, heterocigotos

Frecuencia de alelos Ile 1016 y Cys 1534
Las frecuencias genotipicas f fueron calculadas dividiendo el niimero de

mosquitos con el genotipo a calcular entre el total de mosquitos analizados:

1.- Frecuencia del genotipo homocigoto susceptible
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fGG (fGG Numero de mosquitos /Numero de mosquitos analizados 2.- Frecuencia
del genotipo homocigoto resistente Ile1,016/Ile1,016 fAA (fAA Numero de
mosquitos / Numero de mosquitos analizados . 3.- Frecuencia del genotipo
heterocigoto Vall,016/Ile1,016 fGA (fGA Numero de heterocigotos / Nimero de
mosquitos analizados.
Las frecuencias alélicas se calcularon sumando la frecuencia genotipica de los
heterocigotos entre dos mds la frecuencia de los homocigotos:
1.-p= fGG + fGA/2 Frecuencia alélica de Vall,016
2.-q= fAA+ fGA/2 Frecuencia alélica de Ile1,016
La comprobacién del Equilibrio Hardy-Weinberg se suele llevar a cabo utilizando la
pruebade x2 ¥2=> O-E)2/E
donde: O son los genotipos observados y E los genotipos esperados, los cuales se
calcularon segtin féormula de Hedrick (2011):

e Homocigotos Vall,016/Vall,016 esperados GG esp= pz(n)

e Homocigotos Ile1,016/1le1,016 esperados AA esp= qz(n)

e Heterocigotos Vall,016/1le1,016 esperados G/A esp= 2pq(n)

Si el valor de y2 calculado es < ¥2 tabulado (1 d.f) =3.84 y una P<0.05 aceptamos

la Ho: la sub-poblacién bajo estudio se encuentra en equilibrio Hardy- Weinberg.

El Coeficiente endogdmico de Wright’s FIS (1921) fue calculado mediante la
siguiente féormula: FIS = 1- (Hops/Hexp) donde: Hops €s el nimero de heterocigotos
observados y Hey, esperados, es igual a =2p(1 — p)donde p es la frecuencia del

alelo mutante.

El intervalo de confianza 95% alrededor de p, fue calculado como el intervalo Wald:
Dt Zg/24/D(1 — P)/n, : €l cual fue ajustado por adicion de la mitad del cuadrado del

valor critico Z (1.96), para el numerador y el cuadrado entero del valor critico en el

denominador antes calculando el intervalo (Agresti y Coull, 1998).
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7. RESULTADOS

Susceptibilidad de larvas a Temefos y Spinosad
Los valores de la CLsy para temefos y spinosad se muestran en el Tabla 4. De

acuerdo con los los factores de resistencia (FR), todas las poblaciones resultaron
susceptibles a ambos larvicidas (FR<S5). Spinosad presenté valores entre 0.26 - 1.37,
mientras que para temefos fluctuaron entre 1.12 - 4.32. Con respecto a spinosad la
poblacion con el mayor valor de CLsy fue Caguas con 0.26 pg/mL y el menor el de
Pefiuelas 0.05 pg/mL. Con base en el traslape de los intervalos de confianza se
determiné que los valores de CLsy de las poblaciones de Canovanas, Caguas,
Salinas, Guayama y Pefiuelas, resultaron significativamente diferentes respecto a la

cepa susceptible NO; mientras que Caguas resultd ser significativamente diferente en

comparacion con las otras poblaciones (Fig. 5).

Tabla 7. CLsy, y factor de resistencia de larvas de Ae. aegypti expuestas a spinosad y

temefos.

Poblacién Spinosad Temefos
CLso (ug/mL)  Factor de CLs, (ug/mL) Factor de
LC Resistencia L.C Resistencia

New 0.193 0.0081

Orleans (0.178-0.209) (0.007-0.009)

Canovanas 0.16 0.83 0.033 4.07
(0.15-0.17) (0.031-0.035)

Guaynabo 0.21 1.09 0.035 4.32
(0.2-0.22) (0.033-0.036)

Caguas 0.26 1.37 0.024 2.47
(0.24-0.28) (0.022-0.026)

Carolina 0.18 0.92 0.017 2.10
(0.16-0.19) (0.016-0.018)

Salinas 0.14 0.73 0.024 3.05
(0.12-0.16) (0.023-0.025)

Guayama 0.15 0.78 0.028 3.46
(0.14-0.16) (0.026-0.029)

Ponce 0.19 1.01 0.011 1.43
(0.18-0.21) (0.011-0.012)

Penuelas 0.05 0.26 0.0091 1.12
(0.04-0.053) (0.008-0.009)

LC: Limites de confianza.

Con relaciéon a temefos, el mayor valor de CLsy se presentd en la poblacién de

Guaynabo (0.035 pg/mL), en contraste con Pefiuelas de 0.0091 pg/mL; de acuerdo
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con el traslape de los intervalos de confianza, s6lo el valor obtenido para la poblacién
de Pefiuelas no presentd diferencia significativa con respecto a la cepa NO, ni a las
otras poblaciones. Sin embargo, los valores de CLsy obtenidos para las poblaciones

de Caguas, Carolina y Salinas no mostraron diferencia significativa (Fig. 6).

Spinosad CLg, (mg/mL)

0.30 ~
0.25 -

0.20 -

0.15 -

0.10 -

0.05 -

.

0.00 e i |

B New Orleans O Canovanas B Guaynabo  [CICaguas A Carolina
@@ Salinas O Guayama @ Ponce O Pefiuelas

Fig. 5. CLso # intervalos de confianza de larvas expuestas a spinosad de poblaciones de
Puerto Rico y la cepa susceptible NO.

004 - Temefos CLg, (mg/mL)

0.04 -
0.03 -
0.03 -
0.02 -
0.02 -

0.01 -

0.01 -

0.00 RN 2 s .
ONew Orleans [ECanovanas B Guaynabo [l Caguas & Carolina

| Salinas B Guayama M= Ponce ElPefiuelas

Fig. 6. CLso # intervalos de confianza de larvas expuestas a temefos de poblaciones de
Puerto Rico y la cepa susceptible NO.
En el Tabla 5 se muestran los valores de umbral de resistencia obtenidos para la cepa

NO vy el porcentaje que sobrepasa el umbral para cada enzima y poblacién. Las

enzimas alfa esterasas se presentaron alteradas para las poblaciones de Caguas,
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Guaynabo y Guayama (70%-100%), incipientemente alteradas para Canovanas,
Pefiuvelas y Ponce (23.3%-43.3%) y no alteradas para Carolina y Salinas (6.6%-13-
3%). Respecto a beta esterasas las poblaciones de Caguas, Guaynabo, Salinas,
Guayama y Pefiuelas presentaron enzimas alteradas (76.6%-100%), incipientemente
alteradas Canovanas y Ponce (40%) y no alteradas Carolina (13.3%). Todas las
poblaciones presentaron oxidasas alteradas (66.6%-90%) excepto Guayama y
Pefiuelas (20%-33.3%). Las GST resultaron alteradas para Canovanas, Caguas,
Salinas, Guayama, Penuelas y Ponce (66.6%-100%) e incipientemente alteradas para
las poblaciones restantes, Carolina (43.3%) y Guaynabo (26.6%). Ninguna de las
poblaciones present6 la enzima (0%-13.3%) acetilcolinesterasa insensible elevada a
nivel de alterada o incipientemente a excepcion de la poblacion de Ponce con un

porcentaje de 53.3%.

Tabla 8. Porcentaje de individuos de las poblaciones de campo que rebasan el Umbral de
Resistencia a insecticidas determinado a partir de la cepa susceptible New Orleans.

Poblacién o-est UR B-est UR FOM UR GST UR iAChE UR
New Orleans  0.80 1.13 0.13 0.04 0.026

Carolina 6.6 NA 13.3 NA 76.6 A 433 1A 6.6 NA
Canovanas 26.6 IA 40 IA 86.6 A 66.6 A 6.6 NA
Caguas 100 A 100 A 86.6 A 100 A 13.3 NA
Guaynabo 90 A 90 A 90 A 26.6 1A 10 NA
Salinas 13.3 NA 86.6 A 80 A 100 A 3 NA
Guayama 70 A 76.6 A 33.3 1A 76.6 A 13.3 NA
Pefiuelas 233 1A 86.6 A 20 IA 76.6 A 0 NA
Ponce 433 1A 40 IA 66.6 A 76.6 A 533 A

Umbral de Resistencia= UR. A= Alterado (>50%). IA= Incipientemente alterado (15%-50%)
NA= Alterado (<15%)

Con respecto a las enzimas alfa-esterasas, las poblaciones Carolina, Caguas,
Guaynabo, Guayama y Ponce presentaron diferencia significativa con respecto a la
cepa NO, mientras que para beta-esterasas, lo fueron Caguas, Guaynabo, Salinas,
Guayama, Pefiuelas y Ponce. Las enzimas GST y MFO se mostraron con diferencias
estadisticamente significativas en todas las poblaciones en comparacién con la cepa

susceptile NO, situacion contraria se presenté con iAChE (Tabla 6).
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Tabla 9. Medias de las absorbancias de las ocho cepas de Ae. aegypti de Puerto Rico.

Enzima a-esterases B-sterases GST FOM iAChE

Media Z P Media Z P Media Z P Media 4 P Media Z P
New Orleans | 0.6923 0.9274 0.0207 0.089 0.0155
Carolina 0.5632| 13.067| 0.000| 0.9598( 0.267| 0.606| 0.0538| 23.121 0.000| 0.1901( 32.267 0.000( 0.0084 3.866| 0.049
Canovanas 0.6655 0.267| 0.606] 1.0212| 1.067| 0.302( 0.0495( 21.806 0.000| 0.2039| 45.067 0.000| 0.0128 2.785| 0.095
Caguas 1.0793| 60.000| 0.000( 1.4339| 60.000| 0.000| 0.0932( 49.531 0.000| 0.252( 45.067 0.000( 0.0214 0.111| 0.739
Guaynabo 0.9574( 45.067| 0.000| 1.5057( 60.000| 0.000| 0.0403 4.697 0.030| 0.2159| 45.067 0.000| 0.0206 1.203| 0.273
Salinas 0.7323 1.067| 0.302] 1.3392( 45.067| 0.000| 0.0754| 49.531 0.000| 0.1656( 38.400 0.000| 0.0157 0.005| 0.946
Guayama 0.9268( 21.600| 0.000| 1.2825| 26.660| 0.000| 0.0496| 24.160 0.000| 0.1304| 21.600 0.000| 0.0155 0.001| 0.975
Pefiuelas 0.7164 1.067| 0.302] 1.3274( 32.267| 0.000| 0.0614| 24.160 0.000| 0.1111( 11.270 0.001| 0.0316 0.808| 0.369
Ponce 0.8222( 17.060| 0.000| 1.0884| 6.667| 0.010| 0.0668| 30.611 0.000| 0.1835] 32.267 0.000 - - -

No se encontrd correlacion significativa entre los valores de CLs y las enzimas (p< 0.05) (Tabla 7).
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Tabla 10. Regresion Resultados de las regresiones lineales y R de los valores de CLsy de spinosad y
temefos correlacionados con el promedio de las absorbancias en larvas de Ae. aegypti de Puerto
Rico.

Spinosad Temefos
Enzima R Significancia R Significancia
a- est 0.217 0.573 0.126 0.743
B-est 0.239 0.535 0.089 0.819
FOM 0.212 0.583 0.477 0.193
Gst 0.071 0.856 0.205 0.594
Iache 0.688 0.06

Susceptibilidad de adultos a permetrina

Concentracion Knockdown cincuenta (CKs) y Factor de Resistencia de la concentracion
Knockdown Cincuenta (FRCKjs)
Los valores de la CKsp permetrina se muestran en el Tabla 8. Los resultados muestran que de

acuerdo a los valores de los FRCKj5, todas las poblaciones son resistentes al derribo de la
permetrina, fluctuando entre 37.69 y 195.62. Respecto a la CKsg las poblaciones de Caguas y
Carolina tuvieron los valores mas altos, con 50.86 pg/mL y 34.38 pg/mL (Tabla 8) y los
valores mds bajos Pefiuelas y Ponce, con 10.93 pg/mL y 9.8 ug/mL respectivamente. En base
al traslape de los intervalos de confianza se determiné que todas las poblaciones son
significativamente diferentes respecto a la cepa susceptible NO (Fig. 6). Canovanas fue
significativamente diferente a todas las poblaciones. La CKsy de Carolina, Canovanas y
Salinas, no fueron diferentes significativamente entre si. Guayama y Guaynabo, presentaron

diferencias significativa respecto a las otras poblaciones y entre ellas mismas (Fig. 6).
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Fig.6. CKsy e intervalos de confianza de adultos expuestos a permetrina.

Tabla 11. CKsy, y factor de resistencia de hembras de Ae. aegypti expuestas a permetrina.

Poblacion CKs() LI-LS FRCKS()
(pg/mL)
New Orleans 0.26 (0.24-0.29)

Canovanas 29.29 (24.91-34.22) 112.65
Guaynabo 19.53 (18.58-20.52) 75.12

Caguas 50.86 (48.94-52.86) 195.62
Carolina 34.38 (32-36.94) 132.23
Salinas 29.45 (27.17-31.99) 113.27
Guayama 25.35 (23.43-27.43) 97.50
Ponce 9.8 (9.45-10.17) 37.69
Pefiuelas 10.93 (9.94-12.02) 42.04

Concentracion Letal Cincuenta (CLs) y Factor de Resistencia de la Concentracion Letal
Cincuenta FRCL;s
Los valores de la CLsy para permetrina se muestran en el Tabla 9. Los resultados muestran que

de acuerdo a los valores de los FRCLs, todas las poblaciones son resistentes a permetrina,
fluctuando de 33.64 a 214.46. Respecto a la CLsy las poblaciones de Caguas, Carolina y
Guayama tuvieron los valores mds altos, con 39.46 ug/mL, 26.31 pg/mL y 19.53 pg/mL
(Tabla 9). En base al traslape de los intervalos de confianza se determind que todas las
poblaciones son significativamente diferentes respecto a la cepa susceptible NO (Fig. 7).

Caguas y Carolina presentaron diferencia significativa respecto a las otras poblaciones y entre
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si. Guayama y Salinas no fueron diferentes significativamente. Salinas, Guaynabo vy

Canovanas, no presentaron diferencia significativa entre si (Fig. 7).
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Fig.7. CLsy e intervalos de confianza de adultos expuestos a permetrina.

Tabla 12. CLsy, y factor de resistencia de hembras de Ae. aegypti expuestas a permetrina.

Poblacion CLso (LI-LS) FRCLs
(pg/mL)

New Orleans 0.184 (0.16-0.21)

Canovanas 13.58 (11.31-16.3) 73.80
Guaynabo 14.2 (13.47-14.98) 77.17
Caguas 39.46 (37.05-42.02) 214.46
Carolina 26.31 (24.24-28.56) 142.99
Salinas 16.53 (14.23-19.22) 89.84
Guayama 19.53 (17.61-21.66) 106.14
Ponce 6.86 (6.28-7.48) 37.28
Penuelas 6.19 (5.45-7.02) 33.64

LI=Limite inferior. LS=Limite superior

Tiempo de derribo cincuenta (TKsg) y Tiempo Letal (TLsg)
El Tabla 10 Muestra los valores de TKsy y de TLsy obtenidos con permetrina para las ochos

poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Rico. El TKs oscilé entre 48 minutos y 60 minutos,

determindndose el valor mds alto para la cepa susceptible y para la poblacion de Guayama. En
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base al traslape de los limites de confianza, se determiné que no hay diferencia significativa
entre los valores de las poblaciones, de NO (01:00 hora) con Canovanas (00:58 min),
Guaynabo (00:57 min), Caguas (00:56 min), Carolina (00:54 min), Guayama (01:00 hora),
Ponce (00:57 min) y Pefiuelas (00:55 min) excepto Salinas que es significativamente diferente
a NO y a las poblaciones de Canovanas, Guaynabo y Ponce, con un tiempo de derribo menor

(00:48 min), pero igual a Caguas, Carolina, Guayama y Pefuelas.

Respecto al TLs los valores oscilaron entre 01:16 horas y las 06:49 horas, teniendo el valor
mds alto la cepa susceptible NO, seguido por la poblacién de Ponce con 05:08 horas. Las
poblaciones con los valores mds bajos fueron Salinas y Pefiuelas con 01:16 y 01:23 horas
respectivamente. El traslape de los limites de confianza determina que las poblaciones de
Guayama (02:11), Ponce (05:08), Canovanas (02:41), Guaynabo (03:21), Caguas (02:01) y
Carolina (02:00) no presentan diferencia significativa respecto a la cepa susceptible. Por otro
lado las poblaciones de Salinas (01:16) y Pefiuelas (01:23) no fueron significativamente

diferentes entre ellas, pero si respecto a las otras poblaciones.

Tabla 13. Valores de TCK50 y TL50 en horas y minutos obtenidos para cada poblacion de Ae. aegypti
expuestas a permetrina.

Poblacion TKs, (LI-LS) TLs, (LI-LS)
(horas:minutos) (minutos)

New Orleans 01:00 (00:54-01:08) 06:49 (03:54-11:00)
Canovanas 00:58 (00:53-01:00) 02:41 (01:01-03:44)
Guaynabo 00:57 (00:53-01:05) 03:21 (02:07-05:00)

Caguas 00:56 (00:50-01:04) 02:01 (01:01-04:52)
Carolina 00:54 (00:51-00:58) 02:00 (01:01-04:19)
Salinas 00:48 (00:43-00:52) 01:26 (01:19-02:40)
Guayama 01:00 (00:52-01:19) 02:11 (01:01-04:34)
Ponce 00:57 (00:53-01:00) 05:08 (03:24-09:01)
Pefiuelas 00:55 (00:50-01:00) 01:23 (01:19-02:54)

Mecanismos de resistencia enzimatica
Los valores de los umbrales de resistencia se muestran en el Tabla 11, concluyendo que las

enzimas alfa esterasas se presentaron alteradas para las poblaciones de Salinas, Guayama,
Pefiuelas y Ponce (73.3%-90%), incipientemente alteradas para Guaynabo (20%) y no alteradas
para Carolina, Canovanas y Caguas (0%-3.3%). Respecto a beta esterasas todas las poblaciones
las presentaron como no alteradas (0%). Todas las poblaciones presentaron oxidasas no

alteradas, siendo Guayama la poblacion que presento el valor més alto (10%). Las glutation-s-
49



transferasas resultaron incipientemente alteradas para Canovanas (33.33%) y no alteradas para

el resto de las poblaciones. La enzima acetilcolinesterasa insensible se presentd alterada en las

poblaciones de Salinas y Pefuelas (53.3% y 90%) y no alteradas en las otras poblaciones.

Tabla 14. Porcentaje de individuos de las poblaciones de campo que rebasan el Umbral de

Resistencia determinado a partir de la cepa susceptible New Orleans.

Poblacion - est UR pB-est UR FOM UR GST UR iAChE  UR
New Orleans 0.6412 1.04824 0.191 0.09 0.035
Carolina 0% NA 0% NA 333% NA 6.66% NA 33%  NA
Canovanas 0% NA 0% NA 333% NA 3333% IA 0% NA
Caguas 3.3% NA 0% NA 0% NA 0% NA 0% NA
Guaynabo 20% A 0% NA 0% NA 0% NA 0% NA
Salinas 733% A 0% NA 0% NA 0% NA 533% A
Guayama 90% A 0% NA 10% NA 0% NA 0% NA
Pefiuelas 933% A 0% NA 0% NA 0% NA 90% A
Ponce 833% A 0% NA 0% NA 0% NA 0% NA

Umbral de Resistencia= UR. A= Alterado (>50%). IA= Incipientemente alterado (15%-50%) NA=

Alterado (<15%)

Respecto a las enzimas alfa-esterasas, beta-esterasas y oxidasas todas las poblaciones fueron

significativamente diferentes respecto a NO. S6lo la poblacién de Canovanas, no fue diferente

significativamente respecto a la cepa susceptible y Carolina no present6 diferencia significativa

en la acetilcolinesterasa insensible respecto a NO, todas las demds poblaciones presentaron

diferencias significativas para las enzimas antes nombradas (Tabla 12).
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Tabla 15. Medias de las absorbancias de las ocho cepas de Ae. aegypti de Puerto Rico.

Enzimas Alfa esterasas Beta esterasas GST Oxidasas iACTH
Media Z P [Media y4 P Media y4 P Media y4 P Media Z P

New Orleans | 0.5515 0.8196 0.0593 0.1423 0.0165

Carolina 0.3955 | 60.000| 0.000|0.6013( 32.267 | 0.000]0.0439| 9.583| 0.002(0.1223| 6.667| 0.010| 0.011| 3.186| 0.740
Canovanas | 0.4193]60.000 | 0.000 [0.4193| 60.000| 0.000( 0.075| 0.018| 0.895|0.1133( 24.093| 0.000|0.1225| 6.500| 0.011
Caguas 0.5866( 6.667| 0.010| 0.612( 45.067 | 0.000|0.0156| 7.467| 0.006(0.0627| 60.000| 0.000|0.0038(19.876| 0.000
Guaynabo 0.5749( 4.267| 0.039|0.5989( 32.267 | 0.000]0.0241|20.170| 0.000(0.0677| 60.000| 0.000|0.0052(17.422| 0.000
Salinas 0.6862 | 52.267 | 0.000|0.5107 | 60.000| 0.000| 0.03|45.067| 0.000(0.1051| 13.067| 0.000|0.0143(17.134| 0.000
Guayama 0.7352 | 45.067 | 0.000|0.5366( 52.267 | 0.000]0.0119(25.524| 0.000( 0.106| 9.600| 0.002 - - -
Pefiuelas 0.6743(52.267| 0.000|0.6211( 32.267 | 0.000|0.0063| 4.912| 0.027(0.0934| 38.400| 0.000|0.0456|28.800| 0.000
Ponce 0.6698 [ 52.267 | 0.000|0.4916( 52.267 | 0.000|0.0336(26.667| 0.000|0.0562| 60.000| 0.000|0.0022(18.427| 0.000

Al realizar la correlacion de las enzimas con respecto a la CLsg se determind que la sobreexpresion de o- esteresas, B-esterasas, oxidasas

y glutatién-s-transferasas, no estan involucradas como un mecanismo de resistencia a la permetrina en este estudio (p< 0.05) (Tabla 13).
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Tabla 16. Regresion lineal y R de los valores de CLso de permetrina correlacionados con el
promedio de las absorbancias en hembras de Ae. aegypti de Puerto Rico.

Permetrina
Enzima R Significancia
a- est 0179 0.641
B-est 0214 0.577
GST 0.290 0.449
FOM 0.293 0.442
iAChE 0214 0.645

Mecanismo de Resistencia kdr

Frecuencia de la mutacion Ile1016 en poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Rico
Un total de 236 muestras de mosquitos fueron analizadas de ocho localidades de Puerto

Rico anteriormente mencionadas, del afio 2013 (Fig. 8). El genotipo que predomind fue
el resistente 1le1016/Ile1016, oscilando entre el 30%-100%. En las poblaciones de
Canovanas, Caguas, Carolina y Ponce el genotipo mutante se presentd en un 100%,
seguido de Guaynabo y Pefiuelas con 93.1% y 86.6% respectivamente. Salinas y
Guayama tuvieron los valores mds bajos para este genotipo con 60% y 30%
respectivamente. El genotipo heterocigoto Vall016/1le1016 se presentd6 en las
poblaciones de Guayama, en un 70%, seguido de Salinas, con un 36.6% y Pefiuelas, con
13.33%. El genotipo susceptible solo se detectd en la poblacion de Guaynabo y Salinas,

con un 6.9% y 3.3% respectivamente.
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Fig. 8. Geles de agarosa al 3% mostrando los genotipos de la mutacion Ile1,016 en Ae.
aegypti de Puerto Rico
1. Marcador de peso molecular de 25-500pb. 2. Genotipo homocigoto mutante

Ile1,016/1le1,016. 3. Genotipo homocigoto mutante Ilel,016/1le1016, 4.
Genotipo heterocigoto Vall,016/1le1,016. 4.Genotipo susceptible
Vall,1016/Vall,016 (New Orleans). 5. Control negativo (agua ultrapurificada)

La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos en las ocho poblaciones observandose las
frecuencias del alelo /le1016 con valores de 1 en las poblaciones de Canovanas, Caguas,
Carolina y Ponce, seguidas de Guaynabo con 0.97, Pefiuelas con 0.93, determindndose
las frecuencias mds bajas en las poblaciones de Salinas (0.78) y Guayama (0.65). Las

poblaciones de Caguas y Carolina presentaron frecuencias de 1, la cual estuvo en

concordancia con los FRCKsy més altos, 195.62 y 132.23 respectivamente.
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Tabla 17 Localidades, afio de colecta, tamafio de muestra y niimero de mosquitos para cada

genotipo.
Ile 1016
Poblacién Afio n AA AG GG Frecuencia
11e1016
Canovanas 2013 29 29 0 0 1
Guaynabo 2013 29 27 0 2 0.97
Caguas 2013 29 29 0 0 1
Carolina 2013 30 30 0 0 1
Salinas 2013 30 18 11 1 0.78
Guayama 2013 30 9 21 0 0.65
Ponce 2013 29 29 0 0 1
Pefiuelas 2013 30 26 4 0 0.93
Total 236 197 36 3 0.91

n= ndmero de mosquitos. AA=Ile1016/Ile1016, AG= genotipo Val1016/Ile1016, GG=
genotipo Vall016/Vall016.

Tabla 18. Frecuencia del alelo Ile1,016, intervalos de confianza 95% y coeficientes de
endogamia en ocho poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Rico.

Poblacion Hardy Wald 95% CI Fis
Weinberg X*
Canovanas NA (0.858-1.021) -
Guaynabo 0.04 (0.811-1.01) -0.036
Caguas NA (0.858-1.021) -
Carolina NA (0.862-1.020) -
Salinas 3.68 (0.604-0.896) -0.350
Guayama 0.93 (0.470-0.794) -0.176
Ponce NA (0.858-1.021) -
Peiiuelas 0.08 (0.774-0.001) -0.072

NA=No aplica

Todas las poblaciones estuvieron en equilibrio de acuerdo con la Ley de Hardy-

Weinberg, baséndonos en la prueba de X° de Pearson ya que los valores calculados
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fueron menores al valor tabulado (3.84). Asimismo al determinar los coeficientes de
endogamia (Fjs) se obtuvieron valores menores a 0 en las poblaciones de Guaynabo,

Salinas, Guayama y Pefuelas indicando un exceso de heterocigotos. (Tabla 15).

Frecuencia de la mutacion Cys 1534 en poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Rico
Un total de 235 muestras de mosquitos fueron analizadas de ocho localidades de Puerto

Rico anteriormente mencionadas, del afio 2013 El genotipo que predominé fue el
resistente Cys1534/Cys1534, oscilando de 63.33%-100%. El genotipo resistente se
presentd en un 100% en las poblaciones de Guaynabo, Caguas y Carolina, seguido del
96.66%, 96.55% y 85.71% en Canovanas, Ponce y Guayama respectivamente. El valor
mads bajo para este genotipo fue de 63.33% en la poblacion de Salinas. El genotipo
heterocigoto Phel1534/Cys1534 se presentd en las poblaciones de Salinas (33.33%),
Guayama (10.71% , Peiiuelas (10%), Ponce (3.44%) y Canovanas (3.33%). Unicamente
el genotipo susceptible se detectd en las poblaciones de Guayama y Salinas, en un

3.57% y 3.33% respectivamente (Tabla 16).

Las frecuencias del alelo Cys1534 se presentaron con un valor de 1 en las poblaciones
de Guaynabo, Caguas y Carolina, seguidas de Ponce con 0.98, Canovanas 0.98,
Pefiuelas 0.95, Guayama 0.91 y Salinas 0.8 (Tabla 16). En concordancia con los
FRCKsp mas altos, 195.62 de Caguas y 132.23 de Carolina que presentaron las

frecuencias con un valor de 1.

Al analizar las poblaciones se determind que todas se encontraron en equilibrio de
acuerdo con la Ley de Hardy-Weinberg, ya que los valores en la prueba de X de
Pearson fueron menores a 3.84, que fue el tabulado. Los coeficientes de endogamia (Fis)
menores a 0 se presentaron en las poblaciones de Canovanas, Salinas, Ponce y Pefiuelas
indicando un exceso de heterocigotos y mayor a 0 en la poblaciéon de Guayama, lo que

indica un exceso de homocigotos (Tabla 17).

55



Tabla 19. Localidades, afio de colecta, tamaiio de muestra y niimero de mosquitos para cada

genotipo.
Cys 1534
Poblacioén Afo N AA AG GG Frecuencia
1le1016
Canovanas 2013 30 29 1 0 0.98
Guaynabo 2013 30 30 0 0 1
Caguas 2013 29 29 0 0 1
Carolina 2013 29 29 0 0 1
Salinas 2013 30 19 10 1 0.8
Guayama 2013 28 24 3 0.91
Ponce 2013 29 8 1 0 0.98
Pefiuelas 2013 30 27 3 0 0.95
Total 235 215 18 2 0.95

n= nimero de mosquitos. AA=Cys1534/ Cys1534, AG= genotipo Phel534/ Cys1534,

GG= genotipo Phel1534/ Phel534.

Tabla 20. Frecuencia del alelo Cys1534, intervalos de confianza 95% y coeficientes de
endogamia en ocho poblaciones de Ae. aegypti de Puerto Rico.

Poblacion Hardy Wald 95% CI Fis
Weinberg X*
Canovanas 0.01 (0.838-1.014) -0.02
Guaynabo NA (1.02-0.862)
Caguas NA (1.02-0.857)
Carolina NA (1.02-0.857)
Salinas 0.05 (0.907-0.622) -0.041
Guayama 3.26 (0.979-0.738) 0.34
Ponce 0.01 (1.014-0.833) -0.02
Pefiuelas 0.08 (0.999-0.794) -0.05

NA=No aplica
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8. DISCUSION

Debido al constante uso de temefos para el control de larvas de Ae. aegypti, paises
como Brasil, Cuba, Venezuela, Panam4, Costa Rica, Nicaragua, Jamaica, Peru,
Colombia y El Salvador han reportado resistencia a este insecticida (Bisset, ef al., 2001;
Rodriguez, et al., 2001; Aparecida-Braga, et al., 2004; Pereira, et al., 2006; Rodriguez,
et al., 2007; Maestre, et al., 2009; Bisset, et al., 2009), sin embargo, en el presente
estudio se determiné que las poblaciones evaluadas no presentaron resistencia al

larvicida.

El uso de temefos en Puerto Rico se remonta a 50 afios atrés, reportindose los primeros
casos de resistencia en 1987 y 1988 (Sutherland, et al, 1987; Rawlins and
Ragoonansingh, 1990), sin embargo, no existen estudios recientes sobre la resistencia
de Ae. aegypti a insecticidas en Puerto Rico. En nuestra investigacion, todas las
poblaciones evaluadas fueron susceptibles a temefos, teniendo valores del FR por
debajo de 5, lo cual puede verse influenciado por la ausencia del uso sostenido y
generalizado de este plaguicida para la de prevencion de enfermedades como dengue y
chikungunya y para el control de Ae. aegypti (Barrera, 2010). En Brasil, Montella, et. al.
(2007), sugieren que el temefos sea reemplazado cuando el FR sea mayor a 3, debido a
que valores por arriba de éste reduce su eficacia a tan s6lo 4 semanas. Por lo que es de
suma importancia mantener la vigilancia, para poder tomar decisiones y disminuir la
presion por el uso continuo de este larvicida. En nuestro estudio las poblaciones de
Guayama, Canovanas y Guaynabo, presentaron FR de 3.46, 4.07 y 4.32
respectivamente, por lo que el cambio de temefos por spinosad podria ser una opcién

viable.

Los valores de CLsy para temefos variaron entre 0.0091 pg/mL y 0.035 pg/mL y se
asemejan a los reportados por Chavez et al. (2005) en cuatro poblaciones de Peru, las
cuales también fueron susceptibles a este insecticida, usando como referencia la cepa
Rockefeller. En dicho estudio los valores de CLs fluctuaron entre 0.026 pg/mL y 0.037
ug/mL, siendo més altos que los obtenidos en nuestro estudio. Alvarez et al. (2014)

evaluaron en Venezuela en dos afos distintos, 2008 y 2010, la susceptibilidad a
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temefos y se determinaron valores de CLsy de 0.0130 pg/mL para la poblacién de
Pampanito y 0.0134 pg/mL para Lara. Dos afios después, determinaron que la CLsy en
la poblacién de Lara se habia incrementado a 0.0376 pg/mL, lo que pone de manifiesto
que se deben hacer monitoreos frecuentes para detectar cambios en la susceptibilidad de
las poblaciones. Para mantener la susceptibilidad de las poblaciones a este insecticida se
debe alternar su uso con otros productos, como la toxina de Bacillus thuringiensis var.

israelensis o spinosad, que actian con mecanismos insecticidas tnicos (Tikar, et al,

2009, Kovendan, et. al., 2012).

Terdn-Zavala, et al., (2014) reportaron a las esterasas como el mecanismo metabdlico
de resistencia para temefos en Guayaquil, Ecuador, sin embargo, el andlisis estadistico
en este estudio demostré que no existe una relacion entre la CLsy y el mecanismos de
resistencia enzimatico, con los insecticidas probados (Fig. 3), tal y como lo reportd
Alvarez, er al. (2014). Bisset et al., (2001) determinaron que las oxidasas (MFO) no
juegan un papel importante en la resistencia a temefos, al igual que lo encontrado en el
presente estudio. La expresion de MFO, fue reportada en lepidopteros como mecanismo
de resistencia a spinosad, sin embargo, en el presente estudio no se determind que
hubiera alguna relacion entre este insecticida y dicho mecanismo de resistencia (Fig. 4)
(Reyes, et al., 2012). Excepto en la poblaciéon de Ponce, tampoco hubo evidencia de
alteraciones en la enzima acetilcolinesterasa insensible, como lo reportado por Wirth y

Georgihou (1999).

Los FR fueron menores para spinosad que para temefos, por lo que se deduce que es
eficiente para el control de larvas de Ae. aegypti, al igual que lo observado por Chino-
Cantor, et al.(2014). Multiples estudios han reportado a spinosad como un larvicida
eficaz no s6lo contra Ae. aegypti, sino también contra otros mosquitos como Anopheles
gambiae y Culex quinquefasciatus, todos de importancia médica (Chino-Cantor, et al.,
2014; Kemabonta and Nwankwo, 2013; Marina, et al. , 2012;Garza-Robledo, 2011;
Darriet, et al., 2005; Bond, et al. 2004). Se han considerado ciertas ventajas de éste
sobre otros insecticidas sintéticos, tales como: alta accién larvicida, ser biodegradable,
no tener efectos sobre insectos no blanco, por lo que no inhibe el desarrollo de
enemigos naturales como Toxorhynchites sp. (Kemabonta and Nwankwo, 2013; Garza-
Robledo, et al., 2011); permitiendo la aplicacion de un manejo integral de vectores. Sin

embargo, es importante que se realicen pruebas en campo, debido a que la eficacia del
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spinosad se ve negativamente afectada por adsorcion a particulas y la exposicion a la luz

(por fotdlisis) (Baldacchino, et al., 2015).

Respecto a la susceptibilidad de las poblaciones a permetrina, los resultados
demostraron FRCLs por arriba de 10, lo que indica que son resistentes a permetrina,
siendo las poblaciones de Caguas, Carolina y Guayama las que obtuvieron valores més
altos, 214.46, 142.99 y 106.14, respectivamente. El control de adultos de Ae. aegypti en
Puerto Rico se ha basado principalmente en el uso de piretroides, como la permetrina o
permetrina mas butdxido de piperolino en aplicaciones ultra bajo volumen, sin embargo,
cada vez mads se han necesitado concentraciones mads altas para un control exitoso (Reid,

etal., 2014).

Se considera que la deteccidén temprana de resistencia a organoclorados en el afio de
1959 ha sido la clave en el fracaso de la erradicacion de Ae. aegypti (Barrera, 2010)
afectando en los siguientes afios el control por piretroides, ya que estos grupos de
insecticidas presentan resistencia cruzada. Como se ha mencionado anteriormente el
monitoreo constante de los insecticidas utilizados es de suma importancia y realmente
existen pocos estudios de susceptibilidad a piretroides en Puerto Rico. En el afo de
1986 se reporta por primera vez resistencia a temephos y permetrina y no es hasta el afio
2014 en que se vuelve a analizar la susceptibilidad de Ae. aegypti en la isla,
reportindose, una vez mads, resistencia a permetrina, en una cepa de San Juan Puerto
Rico, con un FR de 73 (Reid, et al, 2014). En el presente estudio la poblacion de
Canovanas es la que presenta un valor del FRCLsy mas cercano (73.80) al reportado en
el 2014. Los valores de FRCLs, reportados en el presente estudio (33.64-214.46) son los
mds altos determinados en América, por ejemplo se reportaron FRCLs, de Ae. aegypti
en Guerrero, México, de 2.38 a 5.31 y en Colombia de 1.8 a 13.5 (Chino-Cantor, et
al.,2014, Maestre et al., 2009).

Al determinar los mecanismos de resistencia enzimatica, se observé que las poblaciones
Guaynabo, Salinas, Guayama, Pefiuelas y Ponce, presentaron o- esterasas
incipientemente alteradas y alteradas. Por otro lado, Canovanas presenté las GST
incipientemente alteradas. El anélisis estadistico en este estudio demostré que no existe
relacion entre la CLsy y los mecanismos de resistencia enzimético, con los insecticidas

probados (Tabla 13). En el afio de 1989 se reporta resistencia a piretroides en Rio
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Piedras, pero las pruebas bioquimicas indicaron que no era de tipo metabdlico
(Hemingway, et al., 1989); al igual que lo reportado en poblaciones de Yucatan, México
en donde tampoco se pudieron correlacionar los mecanismos enzimaticos de resistencia
determinados como alterados, con los niveles de resistencia (Gonzalez-Olvera, 2013).
En las Islas Gran Cayman, se detecta el incremento de GST, FOM, a- esterasas y -
esterasas respecto a la cepa susceptible, pero no se pudo determinar que este incremento
confiriera resistencia a piretroides como la permetrina y deltametrina (Harris, et al.,
2010). Sin embargo, la presencia de altos niveles de a- esterasas y GST en poblaciones
de Ae. aegypti presionadas con permetrina, sugiere que actdan confiriendo resistencia a
este insecticida, como lo registrado en poblaciones de Baja California y Quintana Roo,
México (Flores, et. al., 2005. 2006, Lumjuan, et. al., 2005). y en Bandung, Indonesia,
en donde también se sugiere la participaciéon de [-esterasas en la resistencia a

permetrina (Ahmad, et al., 2007).

Las poblaciones de Salinas y Pefiuelas presentaron las acetilcolinesterasas insensibles
como alteradas, lo que al igual que lo reportado en las Islas Cayman se sugiere que este
no actia como un mecanismo de resistencia (Harris, et al. 2010). Los resultados
anteriormente descritos, sugieren que es otro mecanismo de resistencia el que esta

actuando.

Aunque la resistencia metabdlica es uno de los mecanismos de resistencia en
piretroides, no se determind que éste es el que estuviera actuando en las poblaciones
estudiadas. Sin embargo, frecuentemente se encuentran mutaciones de tipo kdr en el
canal de Sodio dependiente de voltaje que confieren resistencia a DDT y a piretroides.
La mutacion mas comun es la L1014P determinada en Musca domestica seguida de la
L1014S en Ae. aegypti, Anopheles y Culex (Davies, et al., 2007). Se han determinado
una serie de mutaciones en Ae. aegypti como la 11011M/V, V1016G/I y F1534C,
confiriendo resistencia a piretroides y a DDT (Brengues, et al., 2003; Saavedra, et al.,
2007) y la S989P asociada unicamente a resistencia a piretroides (Kawada, et al., 2014);
pero unicamente la Ile1016 y la Cys1534 son las que claramente disminuyen la
susceptibilidad a piretroides (Hu, et. al., 2011). Estas mutaciones se ubican en las
regiones 1IS6 y IIIS6 de los canales en donde se conoce que es en donde se realiza la
interaccion con los piretroides (O'Reilly, et al, 2006). En nuestro estudio se encontraron

ambas mutaciones en las diferentes localidades estudiadas en Puerto Rico.
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La mutacion I/e1016 esta distribuida ampliamente. Se describe por primera vez en una
poblacién de Isla Mujeres, Quintana Roo, México (Saavedra-Rodriguez, et al., 2007),
sin embargo, se ha encontrado también en otros lugares de México (Ponce, et al., 2009;
Aponte,et al.,, 2014) y en otros paises de Latinoamérica como Venezuela, Brasil, Gran
Cayman, Colombia, (Alvarez,et al., 2014; Linss, et al., 2014; Harris, et al., 2010;
Maestre-Serrano, et al., 2014). Es importante sefialar que no s6lo se ha determinado su
presencia, sino también su incremento a lo largo de los afios (Ponce, et al., 2009),
poniendo de manifiesto la importancia de monitorear la susceptibilidad de Ae. aegypti a
los insecticidas, para tener programas de control exitosos. En Puerto Rico se determiné
su ocurrencia en las ocho poblaciones estudiadas, distribuyéndose en las regiones
Noreste, Este, interior Este y Sur, representando gran parte del pais, dejando sin evaluar
la region Oeste, por lo que se sugiere determinar si estd presente en esta region de la

isla.

La presencia de la mutacion Cys1534 no es una mutacion nueva en América Latina, se
ha reportado en Gran Cayman, México, Venezuela y Brazil (Harris, er al.; 2010,
Aponte, et al., 2013; Alvarez, et al; 2014, Linss,et al., 2014) . En el presente estudio, la
mutacion Cys 1534 se encontr6 con una frecuencia promedio mayor, 0.95, que la
1le1016 con una frecuencia promedio de 0.91. Las frecuencias determinadas fueron mas
altas que las encontradas en Vietnam (0.21) (Kawada, et al., 2009), Gran Cayman (0.68)
(Harris, et al., 2010) y Tailandia (0.77) (Yanola, et al., 2011). La mutacién Cys1534
estd fuertemente relacionada con la resistencia a piretroides tipo I como la permetrina,
pero no al tipo II (Harris, et al., 2010), sin embargo, un estudio reciente revelo que una
poblacién presionada con deltametrina, selecciona mas rdpidamente esta mutacién que

la I1e1016 (Alvarez, et al., 2014).

Alin no se conoce claramente si la presencia de ambas mutaciones actdan
individualmente o sinérgicamente confiriendo resistencia a piretroides aunque se
sugiere que su co-existencia podria actuar dando mayor resistencia (Aponte, et al.,
2013; Linss, et al., 2014), sin embargo, Ishak, et al. (2015), determinan que la presencia
de las mutaciones Cys1534 y Gly1016 actian de forma aditiva confiriendo resistencia a
piretroides, ademds que la mutacion Cys1534 relacionada a piretroides tipo I, en
conjunto con la Gly1016 confiere resistencia a piretroides tipo II, sin embargo, esto s6lo
fue observado en una localidad en Malasia, en la cual se encontraron ambas mutaciones.

Por otro lado se demostré que la co-ocurrencia de los genotipos Ile1016 kdr + Cys1534
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kdr y de GIy1016 + Cys1534 tienen un alto costo en el fitness de Ae. aegypti , respecto a
desarrollo y reproduccién (Brito, et al., 2013, Ishak, et al., 2015).

Todas las poblaciones se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg para ambos loci
estudiados. Este equilibrio también fue observado en poblaciones de Venezuela
(Alvarez, et al., 2014), y en algunas poblaciones de Brasil (Linss, et al., 2014); de
México, del estado de Guerrero, para ambas mutaciones y en Veracruz, Nuevo Le6n,
Chiapas, y Yucatdn para la mutacién Ile1016 (Aponte, et al., 2013; Siller, et al., 2011,
Saavedra, et al., 2007).
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9. CONCLUSIONES

a) Se determiné que todas las poblaciones resultaron susceptibles a ambos larvicidas

probados, spinosad y temefos (FR<5). Spinosad presenté valores entre 0.26 - 1.37,

mientras que para temefos fluctuaron entre 1.12 - 4.32.

b) No se encontr correlacion significativa entre los valores de CLs, de los insecticidas

spinosad y temefos y las enzimas (p< 0.05).

c)

De acuerdo a los valores de los FRCKsy, todas las poblaciones son resistentes al

derribo de la permetrina.

d)

€)

g)

h)

Los resultados mostraron que de acuerdo a los valores de los FRCLsy, todas las
poblaciones fueron resistentes a permetrina. En base al traslape de los intervalos
de confianza se determind que todas las poblaciones fueron significativamente

diferentes respecto a la cepa susceptible NO.

Se determind que la sobreexpresion de o- esteresas, P-esterasas, oxidasas y
glutatién-s-transferasas, no estdn involucradas como un mecanismo de

resistencia a la permetrina en este estudio.

La mutacién Ile 1016 que confiere resistencia a piretroides fue observada en casi
todas las poblaciones estudiadas. El genotipo que predominé fue el mutante
11e1016/11e1016, oscilando entre el 30%-100% y el genotipo susceptible s6lo se
presentd en las poblaciones de Guaynabo y Salinas, en un 6.9% y 3.3%

respectivamente.

La mutacion Cys 1534 se presentd en la mayoria de las poblaciones, siendo el
genotipo mutante Cys1534/Cys1534, el predominante, el cual oscilé entre
63.33%-100%. El genotipo susceptible Phe1534/Phel1534, se detecté en las
poblaciones de Guayama y Salinas.

Para ambas mutaciones, todas las poblaciones se encontraron en equilibrio de

acuerdo con la Ley de Hardy-Weinberg
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12.ANEXO

Pruebas bioquimicas

La resistencia a los insecticidas se asocia con frecuencia a la degradacién metabdlica o el
secuestro del plaguicida. La degradaciéon implica a las enzimas responsables de la

detoxificacién de xenobidticos en los organismos vivos.

Se determinardn los mecanismos bioquimicos de resistencia, empleando las metodologias
propuestas por Brogdon (1998) en donde se determinard la presencia de las alfa y beta
esterasas, oxidasas, glutatién-s-tranferasas, acetilcolinesterasa. Se utilizardn 30 larvas y 30
mosquitos adultos para dichas pruebas, los cuales en primer lugar tendrin que ser

homogenizados. Todas las pruebas se realizaran por triplicado.

Ensayos de Microplaca.

Los bioensayos se realizardn por triplicado en las microplacas.

1.- Los mosquitos se colocardn en el congelador para poder inmovililizarlos.

2.- Se prepararon todos los reactivos antes de las pruebas; prepardndose material para 3

pruebas distintas, corriéndose cada una por triplicado.

Preparacién de mosquito

1.- Homogenizar un mosquito (adulto o larva) en 100 pL de del buffer (KsPOy,).

2.- Diluir a 1 mL con 900 pL del buffer.

Para incrementar el de niimero de pruebas: diluir el homogenato.

1.- Remover 500 pL del homogenato del mosquito y colocarlo en un tubo por separado.
2.- Diluir a 1 mL con 500 pL del buffer a cada tubo.

3.- Duplicar el tiempo de aplicacién y diluir el control.

Preparacion de los buffer
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Buffer de fosfato de potasio (K3POy)

Mezclar: 6. 6 g de fosfato de potasio dibasico
1.7 g de fosfato de potasio monobdsico
1000 mL de agua bidestilada

Ajustarel pHa 7.2

Este buffer se utilizard en varias pruebas y se puede almacenar por tiempo indefinido a

temperatura ambiente.

Buffer de acetato de sodio (NaC,H30,) 0.05 M

Mezclar: 83 mL de acetato de sodio 3 M
900 mL de agua bidestilada
Ajustar el pH a 5 con 4cido acético glacial.

Ajustar el volumen final a 1 L.

Este buffer es usado en los ensayos de oxidasas y puede ser almacenado indefinidamente a

temperatura ambiente.

El NaC,H30, 3m puede prepararse disolviendo 408.1g de NaC,H30, en 800 mL de agua;

ajustando el volumen final a 1L.
Procecimientos a seguir:
a 'y *B esterasas:
Preparar B-naphthyl acetato:
Disolver: 56mg de B-naphthyl acetato
20ml de acetona

adherir: 80 ml de K3PO,
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Se puede almacenar a 4 °C y antes de usarse se puede colocar a temperatura ambiente.

Preparar dianisidina inmediatamente antes usarse ya que es fotolabil. o antes de que el color se
degrade o se puede preparar y almacenar por varias semanas a 4 °C en botes oscuros. Observar
el color de la dianisidina antes de usar. El color debe ser amarillo palido. Si el color es ambar,

se debe descartar y preparar nuevo.

Pesar 100 mg de O-dianisidina tetrazotized. Adherir 100 mL de agua bidestilada

inmediatamente antes de usar.

1. Colocar 100 uL del homogenato del mosquito en cada pozo.
Agregar 100 pL de o naftil acetato

Incubar 20 min a temperatura ambiente.

Agregar 100 pL dianisina.

Incubar por 4 minutos.

Leer usando el filtro de 540 nm.

A U R o

Controles:
a. Positivo: 1200 pL de buffer fosfato, mas 17.5 pLL de stock o naftil acetato.
b. Negativo:100 uL de buffer fosfato.

*f esterasas:

1. Se realiza el procedimiento anterior, sélo que se usa el 3 naftil acetato como sustrato.

Glutation S-transferasas:
Se emplea para medir el nivel de glutation S —tranferasas
Preparar glutation reducido:
Mezclar: 61mg de glutation reducido
100 mL del buffer de K;POy4

Su caducidad puede es de 3 0 4 dias a4 °C
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Preparar cDNB
Disolver: 20 mg 1-cloro-2-4’-dinitrobenceno
10 mL Acetona
90 mL del buffer K;5POy4

Su caducidad es de 3 04 dias a4 °C

Procedimiento:
1. Colocar 100 puL del homogenato del mosquito en cada pozo.
2. Agregar 100 pL de glutation reducido.
3. Agregar 100 uL. cDNB.
4. Leer la placa inmediatamente (To) a 340nm.
5. Leer la placa alos 10 min (T10) a 340nm.
6. Restar la lectura del To al T10, para anélisis estadistico.
7. Control: en blanco.

Reaccion de oxidasas:

Mide los niveles de peroxidasas

Preparar TMBZ: 50 mg 3,37, 5,5 -tetrametil-benzidina
Dihidrocloride* (TMBZ (2HCL) o TMBZ) en
25 mL de metanol

Agregar: 75 mL de 0.25m del buffer acetato de Na**

*TMBZ (2HCI) se debe disolver por pocos minutos, el TMBZ se puede disolver con agua

caliente, no aplicar la flama directamente y no agitar fuertemente.

**Es muy importante que el pH del buffer acetato de sodio sea exactamente 5. Se debe usar

acido acético para ajustar el pH.

Procedimiento:
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Colocar 100 pL. del homogenato del mosquito en cada pozo.
Agregar 100 uL. de TMBZ (3.3,5,5,-Tetrametyl Benzidine Dihydrochloride)
Agregar 1 gota (25 pL de peréxido de hidrégeno H,O, al 3%).

Incubar por 10 min y leer la micro placa usando el filtro de 620 nm.

A o e

Control positivo = 100 pL :
a. 11 pL de solucién stock Citocromo C
b. 1200 pL de buffer fostato.

6. Control negativo = 100 uLL Buffer (KPOy)

Acetil colinesterasa (ACTH):
Mide la cantidad de acetil colinesterasa presente.
Preparar ATCH:
Disolver: 75mg de acetilcolina iodide (ATCH) iodizada
10mL de acetona
Agregar:  90mL del buffer K3PO4
Su caducidad puede ser de 3 o 4 dias a 4 °C.
Preparar DNTB:
13mg de 4cido dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
100mL del buffer K3PO4

Su caducidad puede ser por 3 0 4 dias a 4 °C.

Procedimiento
1. Colocar 100 pLL del homogenato del mosquito en cada pozo.
2. Agregar 100 pL de ACTH en cada pozo.
3. Agregar 100 pL de DNTB en cada pozo.
4. Leer la placa inmediatamente (To) a 414 nm.
5. Incubar por 20 minutos.
6. Leer la placa alos 20 min (T20) a 414nm.
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7. Restar la lectura del To al T20.
8. Control positivo y negativo: 100 pL buffer KPO,.

Acetil colinesterasa insensible (iACTH):

Determinar si esta presente la acetil colinesterasa, cuando el color es amarillo palido, no hay
sitios alterados y son homocigotos dominantes; cuando el color es amarillo oscuro existen
sitios alterados, son homocigotos recesivos; cuando se encuentra el color intermedio, los

individuos son heterocigotos.

Procedimiento:
1. Colocar 100 pL del homogenato del mosquito en cada pozo.
2. Agregar 100 uL de ATCH en cada pozo.
3. Agregar 100 uL. de DNTB en cada pozo.
4. Leer la placa inmediatamente (To) a 414 nm.
5. Incubar por 20 minutos.
6. Leer la placa alos 20 min (T20) a 414nm.
7. Restar la lectura del To al T20.
8. Control positivo y negativo: 100 pL buffer KPO,.
ANEXO IT
Grinding Buffer
Colocar:

1. 0.584 g de NaCl

6.85 g de Sucrosa.

1.211 g de Tris-HCI (9.1 pH).
1.861 g de EDTA.

A

1 gde SDS en 10 mL de Agua ultrapura.

Disolver todo a 50 mL de agua deslada mezclar lentamente para evitar espuma después aforar a
100 mL, asegurarse que el pH esté a 9.1, ajustar con pellets de NaOH. Posteriormente pasar el

buffer por membranas millipore 0.22 p. Hacer alicuotas de 1mL y almacenar en el congelador.
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Extraccion de DNA: Técnica de extraccion de sales (Coen, et al., 1982)

[a—

9.

10.

11

Limpiar la mesa con etanol 70%.

Encienda el bafio seco a 65°C

Descongelar el Grinding Buffer (GB) a temperatura ambiente cuidando de que esté
transparente y homogéneo.

Colocar 50 mL de GB en cada tubo que contiene el mosquito.

Macerar un pistilo estéril cada pistilo con cada tubo. Manualmente o con el macerador
automatico.

Lavar el pistilo adicionando 50 mL de GB para descartar todo el mosquito restante.
Tirar cada pistilo.

Tapar los Eppendorf®.

Ponerlo rapidamente por el vortex.

Centrifugar 1 minuto a 13,000 rpm por 5 min.

Colocar los tubos en la plancha a 65°C por 30 min.

. Colocar 15 mL de acetato de potasio para detener la accidn del buffer.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Ponerlo rapidamente por el vortex.

Colocar en hielo por 30 minutos minimo.

Centrifugar 15 minutos a 14,000 rpm.

Transferir el sobrenadante a otro tubo (80 uL). y desechar lo restante.
Colocar 200 pL de alcohol etilico al 100%.

Dejar 10 minutos y colocarlo rdpidamente en el vortex.

Centrifugar 5 minutos a 13,000 rpm.

Decantar el alcohol y lavar de nuevo con alcohol al 100%.
Centrifugar.

Decantar todo el alcohol y secar el exceso.

Colocar en el desecadero o vaporizador, por 15 minutos a 55°C.

Esta prueba nos permite detectar a individuos susceptibles con genotipo homocigoto g/g,

individuos con genotipo resistente a/a e individuos heterocigotos con genotipo a/g. Los

productos de PCR son detectados realizando electroforesis en un gel de agarosa. Se

recomienda utilizar 50 mosquitos por sitio de colecta, por lo general se emplean 25 hembras y

25 machos del mismo sitio de colecta. Las frecuencias alélicas de la mutacidn kdr se calculan
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al dividir el nimero de veces que aparece el alelo mutante, sobre el nimero de alelos totales
(esto corresponde al nimero de individuos analizados multiplicados por 2, ya que cada

individuo contiene dos copias de cada alelo) (Saavedra et al., 2007).

Se utilizaron los siguientes primers:
1.Val1016fGCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCAC
CGG

2.1le1016f GCGGGCACAAATTGTTTCCCACCCGCACTGA

3.1le1016r TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC

90



