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RESUMEN



Para la realizacién de esta investigacién se llevd a cabo
una primera fase, que consistid en la colecta y colonizacién
de dos cepas de mosquitos Anopheleg albimanus provenientes de
regiones de la Repiblica de Panamd que han estado sometidas a
una potencial presién selectiva de insecticidas, ya sea de uso
en salud ptblica o de usc agricola. Una de las cepas 8e
colectd en la localidad de Barranco Montafia en la Provincia de
Bocas del Toro, ¥y la otra fué colectada en la localidad de
Puente Bayano, en la provincia de Panami. Se emplearon
hembras adultas de 3 a 10 dias de emergencia de esgtas dos
cepas de mosquitos, con el cbjetivo de determinar a través de
ensayos electroforéticos en gel de celulosa, los niveles de
actividad de las esterasas AL vy B asociadas con la resistencia
a insecticidas organcfosforados. Mediante los ensayos
bioquimicos se detectaron en las dos cepas de An. albimanus
las Est-1, Est-2 vy Est-3; en lag esterasa A y B
respectivamente. Los niveles de actividad de la esterasa A al’
ser hidrolizada con ¢-naftil-acetato, revelaron como resultado
la existencia de una relativa sengibilidad al fenitrotidn en
las dos cepas de An. albimanus; de acuerdo a los patrones
enzimdticos. En cuanto a la esterasa B, los niveles de
actividad identificados mediante la catdlisis con £R-naftil
acetato, registraron la presencia de una resistencia
intermedia en las dos cepas de mosquitos.

Todas las muestras de mosquitos evaluadas de las dos
poblaciones, fueron sometidas a la prueba de equilibrio
genético de Hardy-Weimberg; obteniéndose, que el alelo mds
frecuente en las dos cepas para la esterasa A y B, fué el
alelc BB; ademds se identificd gque ambas poblacicnes de
mosquitos no estaban en equilibrio genético. Ello revela una
correlacién directa entre los resultados cobtenidos a través de
los patrones enzimiticos de las esterasas A Yy B y la prueba de
Hardy-Weimberg; ya que la primera hace evidente la existencia
de una resistencia intermedia, y la segunda, nos indica que
las fuerzas evolutivas de la resistencia, en este caso la
presién selectiva, no han ejercido un efecto completo para el
establecimiento de la resistencia en ambas cepas de An.
albimanus.



SUMMARY

For the accomplishment of this investigation, a first
phase was carried out, consisting in the collection and
colonization of two straing of the AaAncphelea albimanus
mosquitoes from regions of the Republic of Panamd, that had
been under a sgelective insecticide potential pressure,
whether of public health use, or agricultare use. One of the
strains was collected at the locality of Barranco Montaiia,
Bocas del Toro Province and the other was collected at Puente
Bayano Province of Panamid. Of these two mosquitces strains,
adults females from 3 to 10 emergency days were used for the
object to determ through electrophoretics in cellulose gel,
the levels of activity of the esterases A and B associated
with the resistance of organophosphate insecticide. By means
of the biochemical assays the Est-1, Est-2 and Est-3 were
detected in both An. albimanus strains in esterases A and B
respectively, ccording to the enzymethics patterns after being
hidrolized with alpha naphtil-acetate the levels of activity
of the esterase A revealed the existance of a relative
gensibility to the fenitrothion in both strains of An.
albimanus. As for the esterase B, the levels of activity
identified by catalysis with betha naphtil-acetate registered
the presence of an intermediate resistance in both mosquitoes
strains.

All the evaluated mosquitoes samples of the two
population, were submited to the Hardy-Wienberg genetic
equilibrium test, achieving that the most frecuent alleles in
both strains for the enzymes A an B, was the allele BB; also
it was identified that both mosquitoes population were not in
genetic balance. This revealed a direct corelation among the
obtained results through the enzymatic patterns of the
esterase A and B and the Hardy-Weinberg test, since the first
makes evident the existance of an intermediate resistance, and
the second, indicates that the evolutive resistance force, in
this case, selective pressure has not exercised a complete
effect for the establishment for both An. albimanus strains
resistance. '



INTRODUCCION



El mdésquito Anopheles albimanus es el principal vector de
la malaria en Panami; el Programa de Erradicacién de 1la
Malaria, desde su inicio en 1956, ha sido enfocado hacia dos
objetivos principales: a) el de contrarrestar la wmisma
enfermedad a través de la bisqueda y traéamiénto de los casos
por wedio de quimioterapia; y, b) mediante el contrel de la
poblacién de wosquitos anofelinos a través del uso de
diferentes insecticidas organoclorados, organofosforados vy
carbamétos que son rociados en &reas del domicilio ¥y
peridomicilio en diferentes regiones del pais. El uso ade
insecticidas sintéticos a lo largo del programa antivectorial,
han sometido a las pohlaciones de An. albimanus a una presién
selectiva, que han llevads a que los anofelinos muestren un
comportamiento variable en cuanto a la incidencia de la
resistencia a través de los afios en el programa antimalirico.
Sin embargoe, a pesar de coneocer la variabilidad en el
comportamiento de la susceptibilidad del wvector a los
insecticidas aplicados actualmente, se desconoce, a los
mecanismos responsables de la resistencia en diferentes
poblaciones de An. albimanus en distintas regiones del pais;
no obstante se sabe que las modificaciones enzimdticas son de
importancia en el desarreollo de la resistencia. También se
conoce que los organofosforados que son quizés el grupo més
importante de los insecticidas que se utiliza en salud piblica

interactlan con enzimag egterfisicas presentes en los insectos.
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El estudio.del comportamiento de la susceptibilidad del
An. albimanus a través de técnicas electroforéticas, podria
permitir conocer la variacién de los niveles de actividad de
las esterasas A y B y su asociacién a la resistencia a
compuestos organofosforados. Con estos resultados la Divigién
de Contrcl de Vectores podria considerar examinar y poner en
prictica estrategias en cuanto al uso de insecticidas por
medio de la deteccién temprana de la resistencia y tener asi
una relacién adecuada entre costo y beneficio de las medidas

de control.

Este trabajo se planted come objetivo,, la determinacién
y el estudioc de los niveles de actividad de las esterasas A y
B asociados con la resistencia a organcfosforades en

poblaciones de An. albimanus.

En el primer capitulo, se hace referencia en cuanto a los
insecticidas organofosforados y su modo de accién, el impacto
de la resistencia en los programas antivectoriales, el
desarrcllo de la resistencia en los insectos; la lucha
antimaldrica en nuestro paig; la deteccién y medicién de la
resistencia; la asociacién de las esterasas con la resistencia
a compuestos organcfosforades y por liltime las medidas que se

pueden tomar para contrarrestar la resistencia,



En el segundo capitulo se hace una descripcidén de la
metodologia experimental utilizada en este estudic. En el
tercer capitulc, se presentan y se discuten los resultados de
esta investigacién. En el capitulo cuarto, se tienen las
conclusiones de esta tesis; finalmente, en una sgerie de
apéndicés se adicionan los Cuadros, Graficas, Figuras y
Fotografias que contienen datos generales y particulares de la

investigacién.



CAPITULO I

NOTAS PRELIMINARES



1. Losgs Insecticidas Organofosforados

Durante el periodo de la Ségunda Guerra Mundial, el
quimico Gerhard Schrader y sug colaboradores trabajaron la
quimica del £ésforo en los Laboratorios Bayer, Alemania.
Mediante sus estudios sintetizaron unas 300 sustancias gque
contenian £6sforo combinado con compuestos orgénicos,
incluyendc "gases neurotdSxicos o nerviosos" como tabin e
insecticidas altamente tdxicos como el Schradan, TEPP, HETP y
paratién. Durante lé ‘investigacién se encontrd que muchos de
estos compuestos efan de una toxicidad muy alta, tanto para
los mamiferos de sangre caliente como para los artrépodos de
sangre; fria. Desde entonces, se han empleado millones de
kilos de paratidn par.'a combatir los insectos gue causan daiios
en la ganaderia, la agricultura y la salud ptblica. Una
investigacién sistemitica continua ha dado por resultado el
desarrollo de compuestos organofosforados de amplio espectro,
menos tdxicos para mamiferos como el diazinén, el malatién y
el ronel, que se emplean mucho en el control de artrépodos de
importancia en salud p@blica [p.e. OMS, (1964)]. Los
insecticidas organofosforados (o, mas cominmente, compuestos
organofosforados) representan hoy dia aproximadamente el 30%
de los insecticidas sim:éticos\y acaricidas usados, y su
ntmero se incrementa estadisticamente cada vez mas. Los
cuales poéteriormenrn"han sido_re"feridos como organofosfatos,

debido a que sus componentes gquimicos estén formados de
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fosfatos. Los trabajos pioneroce con organofosfatos fueron
iniciaaos alrededor de 1934 por Gerhard Schrader en Alemania.
Los compuestos organofosforados y sus propiedades como
ingsecticida han sido probadas y 1los estudies de estos
compuestos han permitido miichos descubrimientos acerca de la
bilioquimica de los sistemas nervioscs de algunos vertebrados e
invertebrados [p:e. matsumura, (1980)]. Los traﬁajos de
Schrader son el oriéen de esta importante familia de
insectic%das, caracterizada por la presencia de funciones
fosfatﬁs o tiofosfatos. A los primeros representantes de la

serie TEPP (tetraetilpirofosfato), paratién, muy téxicos para

los ‘mamiferos, han sucedido numerosos analogos
organoﬁosforﬁdoa alifaticos {(malatidn, dimetoato,
terbufés...), vinilicos (mevinfos, diclorvos...), o aromiticos
{(diazinén, 1eptofés;'metilpirimifés...i con diversos peéfiles

de ‘actividad [p.e. Russel, (1983)].

El fenitrotidm, el cual es conocido comercialmente como
Sumitibn, eg un inﬁeéticida coﬁ moderada ﬁccién fumigante
(presidén de vapor de 5.4 x 10 wm Hg a 20°C; Schrader, 1963.
Presenta una DL,; oral en ratas de 250-670 mg/Kg y es un
insecticida muy seiecﬁivo, éomo agente en el control de
mosquitos y moscas caseras, é&ste presenta un mayor efecto
residuval cue el metilparatién y ha sido extensamente usado
como substituto del paratién y el DDT en el control de plagas

(p.e. Matsumura, (Op. Cit.)}.
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Este insecticida fué,fnventado por primera vez en 1959 en

los Laporatorics de Sumitomo Chemicai en Japén. Entre los afios
1960 a 1967, se efectla la primera, segqunda,; tercera, cuarta
¥y quinta etapa de pruebas de fenitrotidén (OMS-43) requerida
por la Organizacién Mundial de la Salud {(OMS) para nuevos
insecticidas. El Gltimo ensayo, séptimo y final se realiza en
Kisuma (Kenya), con el patrocinic de la OMS, entre 1972 a
1976, y en el mismo participa un calificado equipe dé técnicos
quienes efectuaron una evaluacién enﬁo-epidemiolégica de largo
plazo. Se anuncia que en aplicaciones intradomiciliarias con
fenitrotidn, el control contra la malaria es suficiente. En
1973, la Comisidén de Expertos en insecticidas de la OMS
sostiene la posibilidad operacional del uso del fenitrotidn
como alternativa al DDT cuando sea necesario ([p.e. Sumitomo,

(1978)].

Los insecticidas inhibidores de colinesterasas
(crganofosforados y carbamatog) se vienen utilizandc a gran
escala en nivel mundial, desdé la década de 1970; éstos han
reemplazado los insecticidas organoclorades. Los
organofosforados ingresan al organismo por via -érmica,
respiratoria, digestiva y conjuntiva. ILa via dérmica es
responsable de un altu porcentaje de intoxicaciones. La vida
media - de los organofosfurades y sus productos de
biotransformacién_és,relativamente corta {(horas a dias). Su

biotransformacién se hace mediante enzimas oxidasas,
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hidrolasas y transferasas La eliminacién tiene lugar por la
orina y en menor cantidad por heces y aire respirado. El
primer efecto bioguimico asociade con la toxicidad de los
organofosforados es la inhibicién de la acetilcolinesterasa.
La FAQ, yva en 1978, estimd el consumo mundial de insecticidas
anticolinérgicos, siendo de 117 millones de Kg; de ello, 78
milleones de Kg eran organofosforados y el 33% de carbamatos.
Un alto porcentaje de la poblacién de América Latina y el
Caribe se dedica a la agricultura y vive en sectores rurales,
donde se hace un mayor uso de ingecticidas sintéticos con
fines agrarios y en actividades de salud piiblica para el
control de vectores. En la actualidad hay muchos compuestos
organofosforados en uso; los mas importantes son de las clases
de: fosfatos, fosforoticatos, féaforoditicatos, £6sforoamidas,

fosfonatos y pirofosfatos [p.e. OPS, (1986}].

1.1 Modo de Accién de los Insecticidas

Organofosforados

Para el mejor conocimiento del modo de accién de los
compuestos organofosforados, al explicar la resistencia han de
tomarse en consideracidn primordialmente tres sistemas. Los
insecticidas organofosforados se caracterizan por: estructuras
similares, pues todos ellos pueden ser considerados derivados
del &cido fosférico y su modo de accién. Los insectos
resistentes pueden tener niveles mds altos de colinesterasa;

pueden poseer sistemas de intoxicacién menos eficientes, o
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pueden poseer mecanismos de desintoxificacién mds eficientes.
Se ha demostradc que algunas especies resistentes a
organofesforados contienen niveles de colinesterasas més altos
que las especies susceptibles, mientras que'otras no muestran
ningquna diferencia. Asi pues, el aumento de los niveles de
colinesterasa no pueden ser la causa Pprimaria de 1la
resistencia. Sin ewbargo se ha encontrado que la
desintoxificacién y la eliminacién son més efectivas en las
especies resistentes que en las especies susceptibles. La
interrelacién de estos tres sistemas explica las diferencias
entre la susceptibilidad y 1la tolerancia, ¥y las
caracteristicas diferenciales de 1la resistencia a los

compuestos organcfosforados [p.e. March, (1958)].

El modo, de acciodn de los compuestos
organofosforados, consiste en la capacidad de interferir con
el mecanismo normal de, transmisién de impulsos nerviosos.
Cuando se transmite un impulso nervioso se libera
acetilcelina, que actiia directamente sobre las c¢élulas
efectoras para producir su reaccibn caracteristica, cual es la
contraccién de un misculo o la secrecidn de una gliandula. La
enzima colinesterasa se encuentra en los nervios y normalmente
detiene el efecto hidrolizando la acetilcelina en un ién
acetato 'y la colina, es decir, "despeja el camino" para la
conduccidn del prpximo impulso nervioso. Bsta reaccién puede

ocurrir .en décimas de segundo o wmicrosegundos. Parte de los



insecticidas organofosforados se unen a la colinesterasa en el
nervic e impiden que esta enzima desdoble la acetilecolina. 8i
la acetilcolina se acumula, los impulsos continﬁaﬁ pasando a
lo largo de los nervios y causan una actividad no coordinada
o interferida a través de todo el organismo, de lo gque
resultan temblores, c¢onvulsiones, pardlisis muscular vy,
finalmente, la muerte por una variedad de fallas en los

6rganos y asfixia [p.e. OMS, (Op. Cit.}].

Bn la funcidn normal del sistema nervioso, la accidn
de la acetileolina debe ser muy corta, cerca de 1/500 seg.,
para lo cual 1la enzima acetilcolinesterasa hidroliza
rdpidamente la acetilcolina en colina y 4dcido acétice. La
colina puede regresar a la membrana presindptica y ser

utilizada en la sintesis de la acetilcolina.

I. aAcetileolina + Acetilcoliresterasm ------ Colina + Acetilcolinesterasa acatilada

II. Acetilcolinesterasa acetilada + HZ ---- Acetilcolinesterasa - Acfdo Acétice + Colins

El grupo de las enzimas que producen la hidrélisis
de 1la acetilccolina y de otros éstergs se conocen Como
esterasas; dentro de este grupo' las colinesterasas son
aquellas que hidrolizan 1la acetilcolina [p.e. OPS, (Op.

cit.)].



2. El Desarrollo de la Resistencia en Insgectos

La palabra "r}esistencia" .se aplica a toda poblacién de
insectos pertenecientes a una especie normalmente sensible a
un insecticida determinadc, que ya no puede ser controlado por
la contaminacidén normai del insecticida. En otros términos, la
registencia es una peculiaridad adquirida que llega a
caracterizar a una poblacifn de insectos y su descendencia
después del tratamiento continuadc con el insecticida [p.e.

Brown y Pal, (1971})].

Algunos autores definen la resistencia al insecticida
comc la habilidad que tiene una poblacifn de insectos para
tolerar un téxico que era, gradualmente, letal. para otras
poblaciones previas. En la mayoria de las poblacicnes de
insectos hay ejemplares que varian en susceptibilidad a los
insecticidas. Como consecuencia, el ejercer presién selectiva
sobre una poblacién con un producto quimico téxico conduce a
la supervivencia de aquellos ejemplares que "toleran" el
téxico. Si se continda ejerciendo esta presifn selectiva se
produce un cambio en la poblacién, dejando una poblacién en la
que la mayoria de los ejemplares son tclerantes, por lo que se
dice de este tipo de poblacién es resistente al producto

quimicc [(p.e. Brown y Pal, (Op. cit)].

Entre los mecanismos primarics de la resistencia estén:
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(a) la creciente destoxificacidn de los insecticidas por medio
de enzimas especificas. Estas controlan lag reacciones tales
como la deshidrocloracion (de DDT), 1la oxidacién (de
carbamatosg), la hidrélisis, la desalquilacién o desarilacién
(de los organofosfatos); (b} la reduccidén de la sensibilidad
del &rea de aplicacién. Por ejemplo, a la reduccién de la
sensibilidad de la colinesterasa acetilica en el An. albimanus
se debe en gran parte la resistencia de esta especie a varios
organofosfatos y carbamatos. Igualmente la sensibilidad
reducida de 1los téjidos nervicsos es la causa de la
registencia a los ciclodienos, aparte de la resistencia al
DDT, y de la mayor parte de la resistencia a los piretroides.
Finalmente, (c) muchos casos de la resistencia entrafian una
penetracién mds lerta de 1la sustancia quimica en el

integumento [p.e. Georghiou, (1980)].

En cuanto a la resistencia fisioldgica, se pueden
distinguir dos tipos: (1) la resistencia innata; y, (2) la
registencia adquirida por hébito. Estos dos tipos de
resistencia estfn relacionados a condiciones creadas
artificialmente por el hombre y se bésan siempre en dos
escuelas: (1) la escuela neodarwiniana; y, (2) la escuela
lamarckiana. La primera es la teoria de 1la variacidn
selectiva (Darwinismo), es decir, se trata de individuos
resistentes (R) que sdlo, sobreviven en una poblacién sometida

a una presién selectiva de insecticida. En este caso si hay
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pocos 'R, tendremos por cruce c¢on las cepas sensibles (8) una
dilucién rapida de la resistencia; en el caso contrario, se
establecerid ripidamente una dominancia de R. Se trata de una
verdadera resistencia‘hereditaria. La segunda teoria, la
teoria adaptativa (Lamarckiana) supone gue las resistencias
preexistentes no existen, sino que serian inducidas por la
presién de insecticidas, como por ejemplo, las variaciones
_enzimdticas, que no serian por otro lado transmisibles
genéticamente; se habla de resistencia condicional. La
seleccidn entre las dos teorias, es delicada ya que a menudo
es dificil separar la influencia de los genes, casoc 1, de la
influencia del medio, caso 2, y la interaccidn entre los dos
gsistemas es permanente y por lo tanto el origen de las dos
cepag registentes, Adem&s existen las pseudoresistencias de
las cuales hay que desconfiar, son las gque proceden del mal
uso de los productos: dosis, estadios de aplicacién,
condiciones naturales durante el tratamiente, té&cnicas de
pulverizacién, etc. .. Las cuales hay que discernir
inmediatamente, antes de inicidr un programa de investigacidén
contra una eventual resgistencia fisioclégica verdadera ([p.e.

Russel (Op. Cit.)].

El grado en el cual log insectos pueden metabolizar y
lleguen a degradar tdéxicos y otros quimicos perjudiciales, es
considerado de importancia para sobrevivir en ambientes

quimicos pocos favorables. Recientes estudios de
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destoxificacién en insectos han revelado que la versatilidad
con que los insectos se adaptan a su ambiente es promovida por
el fenémeno de induccifén. Este es un proceso en el cual los
quimicos estimulan el aumento de la actividad del sistema de
destoxificacifén por la produccidn de enzimas adicionales. Las
enzimas. localizadas en el reticulo endoplasmiatico, el cual
cuenta con un gran namero de células egpecializadas que pueden
insertar un &tomo de oxigeno dentro de una variedad de grupos
funcionales de moléculas lipofilicas, por medio de ellas, se
da una accién mas rdpida de excresidén. La funcién del sistema
se da en la hemoproteina P-450, donde formas del complejo
ternario con una molécula de xenobidtico es oxidada y una
molécula de oxigeno. Los tres sistemas mds importantes en el
insecto de destoxificacidn son: las oxidasas microsomales, el
glutation -8- transferasa de importancia en el metabolismo de
insecticidas organofosforados y carboxiesterasas que degradan
carbamatos, organofosforados y piretroides; como también la

hormona juvenil y sus andlogos [p.e. Terriere, (1984)].

La resistencia fisiolégica es la habilidad a travéa de un
proceso figioldgico de tolerar un téxico, por diferencias en:
(1) la permeabilidad del exoesqueleto de los ingectos a los
insecticidas; (2) la desintoxificacién de los insecticidas a
compuestog menos dafilnos; (3) la acumulacidén de los
ingsecticidas en téjidos del cuerpo menos accesibles

metabdlicamente tales como t&jidos grasos; o, (4) la excresién
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de los insecticidas. Algunos mecanismos bioquimicos para
desarrollar resistencia estdn tan generalizados que se
presenta una resistencia cruzadi entre plaguicidas similares
0 virtualmente sin relaciém dahdo también la resistencia
miltiple. Otro tipo de resistencia mostrada por los insectos
es el cambio o modificacién de conducta a través de los

hibitos de comportamiento [p.e. OPS (OP. Cit.)}].

De acuerdo a la OMS, se define la resistencia como una
caracteristica heredada que otorga una mayor tolerancia a un
Plaguicida o grupo de plaguicidas de tal modo que los
individuos resistentes sobreviven a una concentracifn de
compuestos que generalmente serfia mortal para la especie [p.e.

OMS, (19%2)].

3. La Resistencia y su Impacto en el Control de

Mosquitos Vectores.

La notable intensificacidn de la lucha contra vectores de
la malaria en todo el mundo y la pretendida campaiia de
erradicacién que se ha llevado a cabo en las Américas han
hecho resaltar el peligro que significa para el éxito de estas
la resistencia de los anofelinos a los insecticidas usados
contra ellogs y la importancia £fundamental que tiene el
descubrimiento en sug comienzos las modificaciones del grado
de susceptibilidad de los vectores para tratar de neutralizar

inmediatamente sus notables efectos [p.e. OPS, (1956}]. El
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aumento. notable de la resistencia desde la introduccidn de los
ingectieidas sintéticos en 1los principales vectores de
paludismo, ha sido el principal problema técnico en la
erradicacién de esta enfermedad en las distintas regiones del
mundo, donde hay una alta incidencia de transmisidén [p.e.

Busvine, (1963)].

Con el objetivo de recabar informacién necesaria acerca
de los efectos de la resistencia a los insecticidas sobre la
lucha contra los vectores de enfermedades, la OMS preparé y
envié a méds de 100 paises, un cuestionario para averiguar los
siguientes datos:

a) Planes de 1lucha en cada pais, insecticidas

utilizados y amplitud de operaciones;

b) Resistencia a los insecticidas, grupos de
insecticidas, resistencia sospechada o confirwada;
efectos moderados o graves de la resistencia sobre
la lucha antivectorial; insecticidas abandonados,
posibilidades de aumento de la morbilidad a causa

de la resistencia .

De 70 respuestas recibidas, se llegé a la conclusidn de
que una cantidad cada vez mayor de especies insectiles ha
llegado a adquirir resistencia contra uno o0 mds productos
insecticidas en diferentes regiones geograficas del mundo

[p.e. OMS, (1970)1.
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Log problemas gue plantea la resistencia a 1los
insecticidas organoclorados se ha puesto de manifiesto desde
hace tiempo, y simultaneamente se ha advertido la necesidad de
contar con insecticidas de un modo de accién diferente, como
carbamatos y compuestos organcfosforados. Es de esperar que
estos insecticidas satisfagan las condicicnes que exige la
lucha contra los vectores. Algunos compuestos son de accidn
bastante especifica, pero todos ellos resultan mis caros gue
log ingecticidas organoclorados de prolongada residualidad.
Ademds, existe siempre la amenaza de que aparezca resistencia
a nuevos compuestos, y deben proseguir las investigaciones
para encontrar ctros insecticidas y estudiar nuevos métodos de

control [p.e. OMS, (Supra Cit)].

Desde que se introdujeron en los programas sanitarios los
potentes insecticidas sintéticos, el principal problema
técnico que se ha presentado es el de la resistencia de los
insectosl gue antes eran exterminados por esos pProductos.
_Hasta 1956, buen nfmero de>inyestigadores no admitian que el
aumento creciente de fallés‘en la lucha contra los inéectos se
debia a la aparicién de la resistencia [p.e. Brown y Pal,

(1972)1].

La resistencia en los insectos ha repercutido sobre todo
en las campafias de érradicacién del paludismo. Los primerosg

fracasos del DDT sobre el Anopheles sacharovi se ocbservaron
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desde 1951 en la Grecia meridional, y el desarrcllo progresivo
pero constante de resistencia .al DDT y a los ciclodienicos en
esa especie fue causa de que el paludismo por Plagsmodium vivax
persistiera durante 15 afios después de iniciarse las
operaciones de rociamiento en las viviendas. En América la
doble resistencia del An, albimanus al DDT y la dieldrina ha
impedido la erradicacién del paludismo en El Salvador y paises
vecinos. Tampoco se ha logrado la erradicacién en el Estado
Chiapas  (M&xico), donde el Aan. pseudopunctipennis ha
presentado tolerancia al DDT y resistencia a la dieldrina. En
Venezuela, la resistencia de An. aguasalis a la dieldrina ha
provocado la persistencia del paludismo en la parte
nororiental del pais, registridndose igual fenémeno en An.
albitarsis. En tanto gque el An. nuffez-tovari presentaba
resistencia a la dieldrina y DDT, igual situacifn ocurre en
otras regiones del mundo con las principales especies vectoras

del paludismo [p. e. Brown y Pal, (Sup. cit.)].

La resistencia fisiolégica de los mosquitos del género
Anopheles a los insecticidas se ha convertide 2n un importante
obstaculo opuesto a la erradicacién del paludismo y a la lucha
antipalddica. En 1975, el Comité de Expertos de la OMS en
Insecticidas declard: "Por fin se estd reconociendo que la
resistencia es quizds el mayor obstédculo con gue se tropieza
en la lucha contra las enfermedades transmitidas por vectores

y es la causa principal de gue en muchos paises no se logre
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erradicar el paludismo". Degsde entonces, la situacidén ha
empeorado todavia miAs con la aparicién de resistencia a los
ingecticidas organcfosforados, como el malatién y el
fenitrotién (p.e. OMS, (1979)]. El Comité de Expertos en
Biclogia de log Vectores y Lucha Antivectorial, mencioena gque
una caida en los niveles de susceptibilidad a los insecticidas
puede tener un efecto considerable en los programas de salud
piblica, impidiendo 1la reduccién o la eliminacidén de
enfermedades y esté acarrearia modificaciones en los
insecticidas que se utilizan .en los programas de lucha como
también en las estrategias usadas. Tal situacidn puede tener
graves implicaciones de tipo financiero que podria significar
el gasto o el ahorro de millones de délares [p.e. OMS,

(1980)1.

Desde la reunidn efectuada por el Comité de Expertos de
la OMS en Biologia de los Vectores y la Lucha Antivectorial,
la resistencia ha continuado extendiéndose y afectando a los
programas de lucha contra diversas enfermedades en numerosos
paises. En ocasiones, sin embargo,‘es dificil separar los
posibles efectos de la résistencia de los efectos de varios
otros factores dgue influyén en la lucha antivectorial, en
particular las diferencias operaéionalesf los cambios
ambientales y otros (Cuadro I). La resistencia se ha
extendido a todas las clases de comﬁuestos que se utilizaban

com(inmente: organoclorados ~ (DDT, dieldrina, HCH) ,
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organcfosforados, carbamatos y piretroides. Hay pruebas,
ademis, de gue pudiera desarrollarse resistencia a las
hormonas juveniles, al diflubenzurén, e incluso al Bacillus
thuringiensis H-14, aunque esas pruebas provienen de estudiocs

de laboratorios [p.e. OMS, (1986)1.

La aparici6n de resistencia mdltiple entre los vectores
del paludismo es particularmente inguietante y ahora se tienen
registradas cinco especies importantes (An. albimanus; An.
culicifacies; An. pseudopunctipennis; An. sacharovi y An.
stephensi} que han mostrado resistencia a compuestos
organocloradog, organofosforados, carbamatos y piretroides en
determinadas zonas geograficas. En mosquitos anofelince se
tienen registrados 50 especies comoc resistente a uno o mas
insecticidas. Por lo menos 11 de las 50 especies resistentes

son vectores importantes [p.e. OMS (op. Cit.)].

La elaboracidén de ingecticidas de prolongado efecto
residual durante el decenioc de 1940 a 1950, proporcioné un
modelo dnico de lucha antivectorial con una relacidén entre
costo y beneficio extremadamente alto, convirtiéndose en el
componente principal de muchos programas de lucha
antivectorial. El fendmeno de la resistencia en mosquitos fue
detectado por primera vez en Italia entre 1946 y 1947, en
mosquitos culicinos [p.e. OPS, (1991)]1. El impacto de 1la

resistencia en mosguitos y su incidencia en la transmisidn de
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enfermedades, es dificil de establecer, y no se ha llegado a
evaluar hasta el momento en las Américas. Usualmente 1los
niveles moderados de resistencia son detectables en &reas
donde la continua transmisién de malaria, incide muchas veces
con los ciclos de aplicacidn de ingecticidas residuales. Para
considerar la presencia de resistencia en mosquitos vectores
es necesario conocer otros factores, entre ellos: el cambio de
insectiéida, la ‘incompleta aplicacidén de insecticida, etc.

[p.e. Nelson, (1991}].

La resistencia al malatién y fenitrotién ha sido
reportada en An. albimanus en México y varias regiones de
América_Central, y en An. pseudopunctipenpis en Honduras y
Guatemala. En América Central el An. albimanus ha demostrado
resistencia al propoxur y piretroides, en tanto gque el DDT, el
An. albimanus ha mostrado resistencia en México, aAmérica
Central y en la Espaficla (Rep. Dominicana y Haiti) y en
diferentes zonas de Colombia [p.e. Nelson (Supra Cit.)]. Con
referencia a la situacidén actual de la resistencia en 1los
anofelincs en la regién de las Américas, cuatro especies
importantes de vectores del paludismo se han registrado
registencia a uno o més insecticidas, siendo ellos: An.
albimanus, An. vestitipennis, An. pseudopunctipennis y An.
darlingi. Los Cuadros II al V registran las principales
especies de anofelinos resistentes a los distintos grupos de

insecticidas. No se hace referencia a la dieldrina/HCH en los
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cuadros, debido a que éstos insecticidas sb6lo se utilizan en
ciertos paises para combatir ciertos mosquitos, triatominos ¥y
cucarachas [p.e. OMS, (Op. Cit.)]. La aparicién de
registencia a insecticidas entre An. albimanus es el problema
técnico més grave de los programas de control de paludismo en
México y América Central. Con frecuencia se observa en la
naturaleza como una reduccidn progresiva en el control gque se
obtiene  por aplicacién de insectieidas con intensidades

inicialmente efectivas [p.e. Frederickson, (1993)].

3.1 Factores Relacionados con la Aparicidn de

la Resistencia

En cuanto a la genética de los mosquitos, con
especial referencia a la resistencia, se sabe relativamente
poco acerca de la herencia de la resistencia 'y dé la
susceptibilidad a lés insecticidas. Hasta ahora, las
invegtigaciones ge han referido a tres aspectos principales.
Uno es la hibridacién y la formacidn de especies. El segundo
aspecto ha sido el estudio de la citologia y la citogenética
de los mosquitos, especialmente la citogenética de los
cromosomas de las gléndulas salivales. El1 tercero es el
estudio de las mutaciones y de la herencia de genes, de los
grupos de enlace, los cruces, determinacién de sexo y otros

mecanismos genéticos fundamentales [p.e. Kitzmiller, (1958)].

Como el An. albimanus es un mosquito de 4areas
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rurales que se reproduce extensamente en campos de cultivo y
en sus proximidades, se sospecha desde hacia mucho tiempo que
la aplicacién intensiva de plaguicidas en los cultivos era una
de las principales causas de aparicidén de resistencias en
poblaciones de vectores locales [p.e. Georghiou, (1972)].
Durante un estudio realizado en El Salvador (1970- 1572), para
determinar la estacionalidad de los niveles de resistencia, se
observé que la resistencia de las larvas a paratidn,
metilparatidén, malatién, fenitrotidn, carbafil Y Ppropoxur
aumentaba durante la estacién de fumigacién y disminuia en
diversos grados durante el periodo intermedio en que no se
fumigaba. Los aumentos de resistencia siempre eran mayores que
las disminuciones, lo que daba lugar a un aumento neto de la

resistencia [p.e. Georghiou et al, {(1973)1].

El desarrollo de 1la resistencia a cualquier
ingecticida orgdnico es usualmente debido a la destoxificacidn
biogquimica y a otrog mecanismos figiolégicos, donde la base
genética en muchos casos no. son ¢onocidas“ La seleccidn de
presién ejercida por varios insecticidas con cantidades
presentes en el ambiente de log insectos durante sucesivas
generaciones. Como la cantidad de plaguicidas usados en la
agricultura es varias veces, que el aplicado contra los
vectores de malaria, el desarrollo de las registencias en los
vectores y su agravamiénto ‘es usualmente tna secuencia de la

intengiva seleccién de presidén ejercida por pesticidas
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agricolas en estados inmaduros y adulto de los mosquitos
transmisores de malaria. La prolongacién de la cobertura con
insecticidas contra la malaria en Areas de incipientes
resistencia en wvectores existentes normalmente acelera el
desarrollo de altos' niveles de resistencia [p.e. WHO,
(1976)] . La aparicitn de resistencia a los insecticidas
depende de muchos factores, los que pueden dividirse en dos
grupos principales: los relacionados con la bioclogia y la
ecologia de las especies vectoras que se pretende destruir y
lo relativo al tipo y a la intensidad de la presidon de

seleccitén ejercida por los insecticidas [p.e. OPS, (1976)]

Las &reas donde el vector es resistente al DDT,
dieldrina, malatidn y propoxur han sido historicamente en
siempre zonas de plantaciones con tratamiento intensivo de
plaguicidas, particularmente en cultivos de algodén y arroz.
Cuando 1los insecticidas modernos fueron introducidos por
primera vez en campafias antimalédricas, desafortunadamente se
le dic poca atencidén en cuanto a la importancia de la
influencia de los plaguicidas usados en la agricultura y el
estatus de la susceptibilidad de los vectores de enfermedades
humanas . S6lo cuande wuna pronunciada resistencia es
reportada, es cuando se le presta cierta atenciéa y es cuando

se empieza a colectar informacidn [p.e. WHO, (Op. Cit.)].

La aparicién de .la resistencia a uno o varios
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insecticidas en los anofelinos, puede ser un asunto bastante
complicado de decidir, ya gue hay diversos “factores que
contribuyen al cuadrc global de la resistenéia Y a su efecto
epidemiolégico. Entre logs factores relacionados cen la
aparicién de la resistencia, estan: la seleccién de un
preducto o productos Quimicos, la intensidad de la presidén de
seleccion; la fase de seleccién; el objetivo de la presién de
seleccitn, y el hecho de que la poblacidn considerada como
objetivo sea o no un complejo de especies. Poniéndose de
manifiesto que la ‘"registencia" puede variar muchisimo en
cuanto a origen, intensidad e importancia para la lucha contra
los vectores de enfermedades en una poblacién dada, y gque al
juzgar esa importancia, se deben tener en cuenta las
caracteristicas bioquimicas y généticas de los aspectos
eco-epidemiolégicos del ambiente y operacionales [p.e. OMS,
(Op. Cit.}]. A pesar de la amplia distribucidén de la
resistencia, es bien sabido que la resistencia se ha
manifestado lentamente en algunas especies y wmds ripidamente
en otras. AGn en la wisma especie, bajo ciertas
circunstancias, la resistencia se ha desarrcllado rdpidamente,
mientras que bajo otras circunstancias la resistencia se ha
desarrollado lentamente o no se ha manifestado. Actualmente
se reconoce tres tipos de factores que influyen .er la
evolucién de la resistencia, a saber: genéticos, bioclégicos y
operacionales (Cuadro VI). Los factores genéticos Y

biclégicos son intrinsecos de la especie y, por lo tanto,
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est&n fuera de nuestro control. 8in embargo, el conocimiento
de su contribucidén es importante, ya gue sirve para evaluar la
propensividad a la resistencia en una poblacién, ejemplo, el
riesgo de resistencia en la poblacién. Los factores
operacionales estén bajo nuestro contrel y se les puede dar
mas o menos énfasis al establecer un programa de manejo de
plaguicidas, dependiendo de nuestra evaluacién del riesgo de
resistencia indicado por los dos primeros factores [p.e.

Georghiou, (Op. Cit.)].

Para comprender bien el fendémeno de la registencia,
hay gque determinar bien los factores que 1la limitan o
facilitan la adaptacién; esos son de cuatro tipos: Genéticos:
que involucra entre otros, la probabilidad de mutacidn al
nivel de los genes implicados en el metabolismo o en el
receptoxr del producto considerado; el niimero de genes que
condicionan el potencial de resistencia, la incidencia de la
mutaciéﬁ, la importancia en una poblacién dada del nimero de
individuos portadores o no de genes de resistencia.
Bioldgicos: determinado por el potendial de reproduccidén por
hembras ‘de la especie considerada, el niimero de generaciones
posibles por afio, etc. Ecolégicos; pudiendo estar determinado
por el clima a lo largo del afio gue permita © no una
reproduécién continua. de la especie consideradé, el
aislamiento mayoxr o menor del biotopo considerado 'que

permitiera o no cruces con cepas. sensibles. Agronémicos: la
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importancia de la fertilizacidén y en particular de los abonos

nitrogenados [p.e. Russel, (Op. Cit.)].

3.2 La Resistencia Fisioldégica a Compuestos

Organofosforado

En cuanto a las potencialidades fisiclégicas de
resistencia en los insectos, la distincidn entre resistencia
fisiolégica y resistencia de comportamiento nc es vidlida, pero
en la prictica es vdlida. Los mecanismos fisicldgicos de la
resistencia pueden clasificarse segln el resultado del hecho
que el mosquitc eluda el insecticida, o de que lo elimine. En
el primer caso podemos encontrarnog con cambios en el
comportamiento, alteraciones estructurales importantes vy
reducciones debido a otras causas en la tasa de penetracidn
del insecticida. Los mecanismos de eliminacidn pueden
comprender: aumento de la capacidad de almacenamiento, aumento
de la rapidez de excrecidn, una mejor descomposicidn
metabdlica del tdxico, reduccidm de la sensibilidad de los
téjidos vitales, e incremento del empleo de los sistemas de

derivacién [p.e. Chadwick, (1957)].

Al aparecer resisténcia a dieldrina y al DDT en
México, se realizaron pruebas con malatidén como insecticida
alterno. Los ensayos bioldgicos de superficies de una colonia
de laboratorio de An. albimanus sensibles con varios tipos de

superficies indicaron un control deficiente. La mortalidad de
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mosquitos retenidos durante media hora en superficies tratadas
disminuyd ripidamente al cabo de 48 horas y en varias
superficies no se observé mortalidad al cabo de seis dias. En
pruebas de campo en casas rociadas experimentalmente se
observd una mortalidad del 70% al 100% la primera semana, pero
a la sexta semdna no habia mortalidad. La lnica excepcidn

fueron las superficies de madera [p.e. Barrera, (1959)1.

La primera indicacién de que apareceria resistencia
a compuestos organofosforados en poblaciones de campoe de An.
albimanus fue el aumento de la tolerancia a malatién,
observada en Nicaragua y Guatemala [p.e. OMS, (1965). Por
otra parte, los primeros intentos para estimular resistencia
a organofosforados se hicieron con cepas de varias zonas de
Haiti. La seleccién para resistencia a fenitrotidn durante 25
generacicnes multiplicéd la resistencia solo 1.1. En la misma
colonia aparecieron elevados niveles de resistencia al DDT y
a dieldrina cuandoc se seleccioné la resistencia a estos
insecticidas [p.e. Georghiou y Colman, (196%9)]. En la costa
del Pacifico de El Salvador, se expusieron jaulas de An.
albimanus capturados en el campo y criados en el laboratoric
a4 aplicaciones aéreas de concentraciones extremadamente bajas
de malatién. La mortalidad media entre las poblaciones
naturales solo fue del 19,7% en comparacidén con el 71.1% en
los mosquitos c¢riados en el insectario. BEn los biocensayos de

pared se confirmd la resistencia, con una supervivencia del
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70% en concentraciones de hasta 6.5 ppm y una supervivencia
del 7% -en cencentraciones similares en la prueba de la OMS.
Los mosquitos se capturaron en una zona de cultivo intensivo
de algodén y, aungue no habian tenido contacto con el malatién
utilizado en la lucha antivectorial, habian estado expuestos
a aplicaciones intéensivas de insecticidas agricolas con un
modo de accidén similar, como malatidén, triclorfanc vy
metilparatién (p.e. Breeland et al., (1970)]. Durante 1971 se
realizaron pruebas en larvas de An. albimanus captirados en el
campo en zonas algodoneras de El Salvador y Nicaragua que
indicaron una resistencia muy difundida a numerosos compuestos
organofosforados y al propoxur. Se observaron niveles bajos
en Guatemala, wmientras que las muestras procedentes de
Honduras seguian siendo sensibles. Los adultos capturados en
Nicaragua presentaban niveles significativos de resistencia al

propoxur [p.e. Georghiou, (1972)1.

3.3 Transmigién Hereditaria de la Resgsistencia

Dentro de los aspectos genéticos de la resistencia
a los insecticidas, toda investigacién sobre la resistencia
presupone: {a) la existencia de diferencias heredadas entre
los individuos; y, (b) la posibilidad de conccerla. La
tolerancia de un agente téxico es una propiedad individual-
determinada-genéticamente, por lo menos en grado considerable;
sin embargo, puede cambiar durante la vida y los factores

ambientales pueden modificarla. Es necesario saber distinguir
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entre diferencias genéticas aparentes y diferencias genéticas
reales [p.e. Milani, (1958)]. En cuanto a este aspecto, en la
literatura se utilizan los términos "tolerancia" dque ha
adquirido connotaciones especiales y la "resistencia". Se
emplea el término resistencia cuando se conoce un mecanismo
especifico y tolerancia (con implicacion de alta tolerancia)
cuando se refiere a una disminucién de susceptibilidad
especifica y muy notable. Log dos términos se refieren a
fendmencs que se fundan uno con otro, pero la distiheidn entre
ambos tiene ciertas ventajas précticas. Genéticamente, es con
toda evidencia més facil ocuparse de la resistencia que de la
tolerancia, si bien esto no significa que la tolerancia no
esté bajo control genético. C(abe suponer, sin embargo, que
las variaciones puramente fenotipicas pueden resultar més
intrigantes en el segundo caso [p.e. Milani, (Supra Cit.)].
Es importante recalcar 1los diferentes wmecanismos de
transmisién hereditaria de la resistencia al insecticida
dieldrina y al DDT, Por el carédcter recesivo de 1la
resistencia al DDT es de esperarse Qque su aparicidn en una
poblacién sea lenta, con intervalos de dos aflos antes de
manifestarse sibitamente. En la resistencia al DDT, el
heterocigoto es eliminado junto con leos homocigotos para el
gen de sensibilidad y, 'por tanto, aumenta lentamente la
frecuencia del gen resistente. En cambio, la resistencia a
dieldrina aparece wmucho wmés rédpidamente por su caracter

dominante. Los heterocigotos pueden scbrevivir a la
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exposicién al insecticida como los homocigotos. El tiempo
necesario para que aparezca la resistencia depende del grado
de presidn selectiva y de la frecuencia del gen al comienzo de
la exposicitn al insecticida (p.e. MacDonald, {(1959)]. En
cuanto a las variaciones de sensibilidad entre individuos de
poblaciones de mosquitos sensibleé, la tolerancia de vigor a
un tipo de insecticida, se debe al tamafioc y estado de
nutricién y de salud del ‘individuc. Se ha demostrado que los
factores nutricicnales producen una reduccién hasta de tres
veceg en la sensibilidad a los insecticidas ([p.e. Gordon,

(1961)1.

Luego de investigaciones realizadas es posible
adicionar, en cuanto-a la inherencia de la resistencia, a
cuatro especies de mosquitos: Amn. albimanus; An. stephensi;
An, gquadrimaculatus y Cx. tarsalis. ©Esas nuevas adiciones
indican: que el aprovechamiento de la genética és de gran
significado en organismos no previamente incluidos en estudios
de este tipo. Los estudios genéticos sobre la resistencia
actualmente parecen estar dirigidos a mantener tres lineas de
investidacién: (1) Inherencia de formas particulares de
resistencia; (2) Aspectogs genéticos de resistencia cruzada o
resistencia wmidltiple; vy, (3} Propiedades 'bicquimicas
genéticamente relacionadas con la resgistencia [p.e. Milani,
(1963) ] . La caracteristica de mayor importancia de la

resistencia es su transmisién hereditaria; en consecuencia, se
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pueden obtener especies de laboratorioc cuya descendencia es
registente y que mantiene su resistencia en wmayor o menor
grado. Del mism¢ modo, en campafias han aparecido poblaciones
que se caracterizan por su resistencia a los insecticidas
durante periodog considerables y a lo largo de muchas
generaciones. Es evidente que 1la descendencia de los
individuos pertenecientes a una variedad resistente permite
determinar la proporcidén de tipos resistentes de esa variedad

[p.e. (Lichtuardt, 1956 En: Brown, 1%73)].

En 1564, el grupo cientifice de la OMS sobre
genética puso de relieve la importancia de esta disciplina en
el estudio de la resistencia, fendmeno Jque presenta extramuros
esenciales como problema de genética de poblaciones. Ademds,
la correlacién establecida entre los mecanismos de resistencia
y determinados genes, contribuye a comprénder mejor la
complejidad de los diferentes problemas gque plantea la
resistencia y las probabilidades de é&xitc que pueden tener
medidas para contrarrestarlas. Se ha observado en casi todos
los casos que la resistencia se debe a genes prihcipales
Gnicos, y se han descubierto genes que confieren resistencia
a la dieldrina en 17 especiés, al DDT en 12 especies, a los
compuestos organcfosforados en cuatro egpecies, y a los
carbamatos en la mosca dom@stica. En general la resistencia
al DDT es de cardcter recesiva,. la resistencia a los

compuestos organofosforados es dominante, y la resistencia a



30

la dieldrina es intermedia [p.e. Brown y Cal, (Op. Cit}l.

Es muy importante averiguar si un tipec determinado
de resistencia es monogénico u obedece a varios tipos de
genes. Si existe una potencialidad genética de aparicién de
una resistencia a un insecticida determinado, el tiempo que
tarda en manifestarse la resistencia dependerd de diversos
factores evidentemente impertantes, como la frecuencia y el
caridcter dominante de los genes de resistencia, la presidn
gselectiva y los antecedentes de exposicién a insecticidas. Hay
que contar asi wmismo con influencias ecoldgicas, tales como el
aislamiento, la endogamia y el potencial reproductor de la
poblacién de insectos. La resistencia debida a la seleccidén
por un insecticida determinade de uno o wvarios dgenes se
extiende por lo general a otros compuestos, es lo que se llama
résistencia cruzada. Una de las razones evidentes de este
fenémeno es gque uh solo insecticida puede selecciocnar

diferentes grupos de genes [p.e. OMS, (Qp. Cit.}].

Se ha comprobado que un solo gen, caso dominante,
gobierna la resistencia de An. albimanis a los organcfosfatos
y los carbamatos. Se considera que este gen se encuentra en
el brazo derecho del cromosoma 2;_también se¢ ha demostrado que
en esta especie la resistencia al DDT y a la dieldrina es
conjunta y radica en el cromosoma 3 [p.e. Davidson y Sawyer,

{1975)1. En ciertos casos donde los altos niveles de



31

resistencia a organofosforados se debe al incremento de las
esterasas, esto ha sido atribuido al incremento del porcentaje
de sintesis enzimitica como el resultado de la amplificacién
del gen y reduplicacion d&e 'los genes de esterasas.
Alternativamente, las mutaciones de los genes aumentan el
poder de funcidn de los alelos de esterasas, o genes mutantes
con una estructura de locus para funcionar equivalentemente
con esterasas con poder de producir moléculas enzimdticas de

alta eficacia catalitica [p.e. Villani, et al., (1983}1.

Reclentemente se ha postulado scbre la base de datos
limitadés gue en la mosca deméstica, y posiblemente en otros
insectos, hay tres genes principales gque proporcionan la
resistencia a los insectieidas: uneo para absorcidn reducida de
insecticidas, otro para Creacidn de resistencia en el lugar
considerado como obijetivo y un ﬁercero para la creacidén de
resistencia metabdlica. Se considerd gque el dltimo actuaba
reciprocamente cen genes menores ubicados en otra parte del
genoma. Se formuld la hipdtesis de gue el gen principal de la
resistencia metabdélica codifica una proteina receptora que
reconoce y liga los insecticidas y después induce la sintesis
de enzimas desintoxificadoras apropiadas, por ejemplo,
oxidagas, esterasas ¥y glutatiénl;s- transferasa [p.e. OMS,

{Op. Cit.)1l.
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3.4 Mecanismos de Resistencia de los
Organofosforados

En estudios realizados, al mezclarse compuestos de
fosforoticatos con el sinergista butoxideo de piperonil, se
produjo un intensc antagonismo, lo que sugiere una inhibicién
del proceso de activacidn. Se pensd que la falta de
ginergismc encontrada en los compuestos de fosfatos se debia
a la accidén contra el tioato antes de su conversidén a fosfato
o.a un proceso de degradacidn no oxidativa. Un bajo nivel de
sinergismo de paraxén con 8,8,8-tributil fésforo-tritiocato
indicaba un mecanismo de demetilacién [p.e. Ariaratnan y
Gecorghiou, (1971)]. Se ha demostrado de modo claro que el
cambio del punto de accién es una causa de resistencia a los
inhibidores de la colinesterasa. En estos casos, se produce
una acetilcolinesterasa mutante que los insecticidas inhiben
‘mas lentamente gque la enzima normal de las estirpes
susceptibles. Por lo general, este fendémeno da resistencia a
gran niimero de cdompuestos, aunque el factor de insensibilidad
(velocidad de inhibicién en 1las cepas susceptibles con
relacién a la de las resistentes), depende de cdada sustancia

[p.e. OMS, (Op. Cit.}].

Los principales mecanismos de resistencia que se han
identificado hasta la fecha (sin <contar los gque son
especificos de los compuestos organcclorados) incluyen: 1)

aceleracién del metabolismo del .agente téxico por medio de
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oxidasas de funcidén mixta; hidrolasas, esterasas Yy
transferasas dependientes de glutatién; 2) reduccién de la
susceptibilidad en el sitio de accidén por: insemsibilidad
nerviosa, falta de reactividad de la acetilcolinesterasa; 3)
escasa penetracién en el sitio activo. La reduccién de la
penetracién es otro mecanismo de resistencia, si bien menos
importante. Por lo general, su importancia obedece a que
refuerza la resistencia provocada por otros factores. Una
fuerte registencia puede ser el resultado de la interaccién de
va-rios factores, algunos de los cuales ejercen poca influencia
cuando intervienen aisladamente [p.e. OMS, (Op. Cit.)]. La
registencia de los inhibidores de la ceclinesterasa
(organcfosforados y carbamatos) deriva de una disminucidén de
la reactividad de la acetilcolinesterasa que es andlcoga a la
resistencia que cbedece a la disminucién de la sensibilidad
del sistema nervioso. En ambos casos este tipo de resistencia
parece formarse después de aplicar presiones selectivas
extremadamente intensas y sostenidas. Al “sobrecargar" los
mecanismos de insensibilidad, que es considerablemente wmas
reficiente" [p.e. OMS, (Op. <Cit.)]. La resgistencia al
malatién y al propoxur en An. albimanus se debe a la isoenzima
acetilcolinesterasa (AChE), insensible a la inhibicidn por
este insecticida. Se ha observado que la inhibicién de estas
enzimas por malaxén y fenitroxén en cepas resistentes eran
cinco veces mis lenta que en cepas sensibles normales de An.

albimapus [p.e. Hemingway y Georghiou, (1983)]. En los
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mosquitos, la resistencia a los insecticidas puede depender de
una reduccidén de la absorcidén o un aumento en la degradacidn
enzimidtica o ambas. Bs decir, insensibilidad neural en las
membranas de mnervios y ganglios (con referencia a 1la
resistencia a los organoclbrados Y piretroides) o actividad
enzimidtica de acetilcolinesterasa {con insecticidas

organofosforados y carbamatos) [p.e. Brown, (1986)].

Entre 1los mwecanismos biogquimicos que causan
resistencia a los insecticidas, ciertos factores genéticos
gobiernan la resigtencia a insecticidas organofosforados, la
cual ge ha expresado como una asociacidén con cantidades
anormales de niveles altogs de particulares enzimas. De
acuerdo a Plapp (1976), estas esterasas se han clasificado
como carboxiesterasas = aliesterasas = esterasa B = hidrolasas
= E.C. 3.1.1.1., excepto que su eficacia no es restringida a
compuestos con cadena de carboxilester. Ellas funcionan por
destoxificacidén de insecticidas de esteres organofosforados,
incluye hidrdlisis, asi que el nivel de resistencia esta
directamente relacionado al aumento de esterasas disponibles.
En ciertos casos donde hay altos grados de resistencia, se ha
atribuido el incremento del porcentaje de sintesis de enzima
como resultado de la amplificacién de genes, y redupiicacién
de . genes de esterasas. Alternativamente, las regulares
mutaciones de los genes pueden aumentar la funcién de los

alelos de esterasas, y pueden producir moléculas de enzimas de
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alta eficiencia catalitica [p.e. Villani et al., (Op. Cit.)]).

Los siguientes mecanismos de destoxificacién
¢onfieren resistencia a ciertos insecticidas: a) oxidasas de
funcién mixca; b) hidrolasas, incluidas esteragas especificas
o de amplio espectro, c¢) S-transferasas de glutatidn, 4d)
insensibilidad del lugar considerado como objetivo, es decir,
sensibilidad reducida de la acetilcolinesterasa a 1los
compuestos organofosforados y carbamatos, e) factores de
penetracién [p.e. OMS, (Op. Cit.)]. El1 metabolismo de los
insecticidas organofosforados ocurre principalmente por
oxidacién, hidrélisis por esterasas, y por transferencia de
porciones de la mol&cula de glutatién. La oxidacién de los
insecticidas organofosforados da como resultado mds O menos
productos téxicos. En general, los fosforotiatos no son
directamente téxicos ya que requiere la oxidacion metabdlica

de la toxina proximal [p.e. WHO, (Op. Cit.}].

4. La Lucha Antimalarica y el Desarrollec de 1la
Resistencia del Anopheles albimanus a los
Insecticidas en Panama.

4.1 Inicio de la Lucha Antimalarica en Panama

La lucha contra.el paludismo en Panamd, se inicié en
forma de campafia organizada, antes y durante la construccidn

del Canal de Panamé por parte de los Estados Unidos. Esta
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labor era realizada en todos los pcblados que estaban baje la
jurisdiccidén de 1la Comisidén Istmica gel Canal, ¢ue eran
aproximadamente S500 millas cuadradas y s6lo 100 millas del
' total eran donde se realizaban los trabajos del Departamento
de Sanidad, las labores de saneamiento eran también realizadas
en las ciudades terminales de Panamd y Colén. Los trabajos
dirigidos por Williams C., Gorgas, consistian en saneamiento,
drenajes, rellencs, desinfeccidn y fumigacidn. En las ciudades
de Panami y Coldn se construyd un sistema de alcantarillado,
los edificics de la Zona del Canal eran sometidos a una
inspeccidn periddica, en los poblados cercanos los pozos eran
cerrados y desinfectados con una solucidn larvicida, wmuy

efectiva y preparacién barata. [p.e. Mears, (1911}].

Los principales focos de infeccidén de fiebre
amarilla y malaria eran los poblados terminales de la via
férrea, Colén en el Caribe y Panamd en el Pacifico. Panami en
comparacidén con La Habana, era un pueblo pequefio, La Habana en
1904 tenia una poblacién de 250,000 habitantes y Panama
alrededor de 20,000 habitantes. Los trabajos antimalaricos en
los pcblados de Panamd y Coldn fueron exactamente similar a
los que se realizaron en la ciudad de La Habana. El cual se
realizaba a lo largo der la linea del Canal entre los poblados
terminales, Colén y Panami, que .eran enteramente diferente, y
el problema era mucho mis extenso del que se dié en La Habana.

El Departamento de Sanidad dividié en 24 distritos sanitarios
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correspondienteés a los poblados existente en esa epoca [p.e.

Gorgas, {1918)].

Los trabajos c¢ontra la malaria, c¢onsistian en
construccién de drenajes de concretos 'y canales en los
alrededores, rellenos de lagunas, saneamientc de criaderos de
mosquitos, proteccién de las casas y edificios con telas
metdlicas, el usc de larvicidas y la fumigacibén de las casas.
Para la realizacién deé estos trabajos se contaba con un
suficiente ntmero de trabajadores bajo la responsabilidad de
uno o mas capataz, de acuerdo al tamafio del distrite [p.e.

Gorgas, {Sup. Cit.))].

La lucha contra la malaria en Panamd se inicid casi
siﬁulténeamente con la construccién del Canal Interocednico.
Es un hecho hist6rico que las obras de construccibn del Canal
de Panamd por el gobierno de los Estados Unidos, fueron
grandemente afectadas por la malaria. Los trabajos de control
de esta enfermedad que se realizaron previa y forzosamente
dentrc del area del canal y sus alrededores, permitieron la
ejecucién de esta gigantesca obra de ingenieria. Hasta 1931 el
control :se 1limitd a las ciudades de Panamd y Colén. Dentro de
la Zona del Canal se realizaron estas mismas medidas por el
gobierno de los Bstados Unidos, de acuerdo a convenio

establecido con el Gobierno de Panami [p.e. SNEM, (1970)].
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Desde 1931 hasta 1946, con la cooperacién de la

Fundacidén Rockeffeler, se exéeﬁdié el programa de control
hacia algunas ciudades de importancia, cubriende la mayor
parte de log centros urbanos situados é lo largo de 1la
carretera interamericana Panami-David, con el objetivo de
disminuir la incidencia maldrica en &reas de impertancia
econdmica. Dichos trabajos comwprendieron la aplicacién de
larvicidas y la construccién de drenajes para eliminar
criaderos de anofelinos [p.e. SNEM, (Supra Cit.)]. La campaiia
de erradicacidn de la malaria se inicidé en Panami en 1956, de
esta forma el programa de control pasd a ser de erradicacidn,
credndose el 24 de agostce de 1956, mediante el Decreto No.
769, el 8ervicio Nacional de Erradicacién de la Malaria
(SNEM), dependencia del Ministerio de Trabajo, Prevencién

Sccial y Salud Pdblica [p.e. SNEM, (1967)].

4.2 Cronmologia de Aplicacidén de Insecticida en la

Lucha Contra la Malaria en Panami

Antes y durante la censtruccion del Canal de Panamé por
parte del Gobierno de los Estados Unidos, la lucha contra los
mosquitos transmisores ‘de enfermedades (malaria y fiebre
amarilla), ademés de los trabajos de -saneamiento del medio,
relleno de laguna y construccidn de canales de desagies, las
medidas consistian también en la aplicacién en los criaderos
de aceite crudo y en general se utilizaban varias mezclas las

cuales eran rociadas. El larvicida utilizado en los criaderos
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de mosquitos era una mezcla dé dcido carbdlico crudo, resina,
soda ciustica y cal (larvicida Panami), en tante gue las casas
eran fumigadas con humo de mecheros de azufre y pelitre [p.e.

Gorgas, (Op. Cit.}].

Entre las medidas mis importantes, de caracter
temporal en la lucha cohtra la malaria, que van dirigidas a la
destruccién del mosquito en su fase acuatica: huevo, larva y
pupa, las mis préicticas y efectivas empleados son: riego de
petrdleo o0 aceite crudo, uso de larvicida "Panami" y la
espolvorizacién de verde de Paris, el cual se aplicaba en una
proporcién de una parte por cada 99 parte de diluyente [p.e.

Roux, (1944)].

En el wverano de 1944, en un campo experimental en
las riveras del Rio Chagres, se inicidé un estudio detallado
sobre la efectividad del DDT en tratamientos residuales en
viviendas nativas dirigidas al control de los vectores de la
malaria. Siendo las Areas seleccionadas Guayabalito y Santa
Rosa, y las aldeas adyacentes se utilizaron ¢omo contrel. El
material utilizado para el rociamiento, fue el DDT grado
técnice "al 5% en kerosene, usandose aproximadamente tres

galones por vivienda [p.e. Trapido,. (1946)].

En 1947 se comenzd a usar DDT mediante rociamiento

intradomiciliario en Areas limitadas (centros urbanos), para
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luego extenderlos a detérminadas 2zonas ruralegs de alta
incidencia maldrica. En octubre de 1957, se firmé un Convenio
Tripartito con la OPS/OMS y UNICEF para la erradicacidn de la
malaria en todo el territorio panamefio. La fase de ataque
comenzd en 1957, empleindose dieldrina (DLN) en ciclos anuales
con dosis de 0.6 g Grado Técnico (GT)/m?, y consumo promedio.
por vivienda de 132 g de DLN (GT) (Cuadro VII), hasta 1962
cuando fue sustituido por DDT en ciclos semestrales con dosis
de 200 g GT/w®, y consumo promedio de 444 g/m®* de DDT (GT).
Este cambic de insecticida se debidé a que el DLN aplicado en
un solo ciclo amual no habia logrado interrumpir 1la
transmisién y ademds porque la DLN afectaba a los animales
domésticos ¥ originaba constantemente renuencias al rociado

por parte de la poblacién [p.e. SNEM, (Op. Cit.)}].

Durante el brote maldrico en Las Cumbres (provincia

medi natilarvarias, entre ellas

Sy

56n compuesto organofosforado [p.e.

de Panamé), se aplicaron

figicas y el uso de Baytex

SNEM (1971)1.

El OMS-33 (propoxur), un carbamato de aplicacidn
trimestral, ge comenzd a utilizar en, los programas
antimaldricos del SNEM en 1972 en las &reas de mayor
incidencia wmaldrica (c¢uwadro VIII y Mapa No. 1); luego de
realizarse su fase experimental evaluativa; debido al

descubrimientc de la resistencia del An. albimanus al DDT
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(p.e. SNEM, (15872). Durante 1982 se introdujo el rociamiento
experimental con OMS-43 (fFenitrotidn) un insecticida
organofosforado de ciclo trimestral con dosis dé 2.0 g GT/m*.
Aplicéndose en diferentes localidades situadas en la Costa
Atléntica, en Cascajal y Morales (Portobelo), y La Miel (en
San Blas); Puero Pifia en el Pacifico, como también en los
poblados de Los Pavitos y Quebrada Guinea ubicados en las
mirgenes de la Meseta Central, con resultados satisfacterios
(Mapa No. 2). Integrandose posteriormente al programa de
lucha antivectorial [p.e. SN‘El\.d, (1982)] . Actualmente son dos
los insecticidas utilizados: fenitrotidn (OMS-43) y propoxur
(OM5-33) aplicades indistintamente con periodicidad
cuatrimestral y trimestral, dependiendo de 1la £frecuencia
recomendada, pruebas entomolégicas, vulnerabilidad de las
dreas vy, en general, del resultado de las encuestas malaricas.
El DDT se dejé de utilizar a partir del segundo semestre de
1988, siendo reemplazado por el fenitroi:ién, y el propoxur es
aplicado solamente en la comarca . .de San Blas [p.e. SNEM,

(1989) 1.

Previendo la aparicién de resistencia a 1los
irisecticidas utilizados por el SNEM contra el An. albimanus se
iniciaron ensayos con Solfac PH al 10% (piretroide de
aplicacién semestral) de septiembre de 1992 a septiembre de
1593 en la localidad de Ipeti Kuna. Las pruebas bioldgicas de

pared, dieron resultados variables de mortalidad, con un
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promedio a lo largo del ensayc muy bajo de 69.2% de
mertalidad. En las pruebas de susceptibilidéd.-utilizando éi
equipo de prueba de la OMS, se obtuve un promedic de
mortalidad en las pruebas de £9.3% [p.e. SNEM, {1993)]. En
octubre de 1993, se inieia la fase experimental con un nueveo
ingecticida de efecto-residual, K-Othrine (Deltametrina) PH al
5%, en dos localidades del sector Este de la provincia de
Panamd (Aguas <Claras y Puente Bayano). Obteniéndose
resultados favorables en cuanto a la efectividad en el control
de An. albimanus (p.e. (SNEM), (1994)]. Finalmente, en la
Grafica No. 1 se observa el consumo de dieldrina (GT) de 1957
cuando se inicid su uso hasta 1962 en que se dejd de utilizar.
Siendo su mayor consumo en 1959 con 22,734.5 Kg de DLN (GT) -
En la Grafica No. 2, se muestra el consumo de DDT (GT) en
kilos por afic desde 1262 cuando se empezd a utilizar hasta
1988, cuando fué prohibido su uso. La Grafica No. 3, se
observa 1la cantidad utilizada de propoxur (OMS-33) grado
técnico de 1972 a 1%90; ¥y por dltimc, en la Grafica No. 4, se
muegtra el consumo en miles de kilos de fenitrotidn (GT) de

1983 a 1995 por el programa antimaldricc del SNEM.

Durante el inicioc de la década de los 90°, Panama
contaba con el 8 % de la poblacién de 2América Central,
representando su territorio'el 14.4 % de la superficie total
del Istmo. Entre los afiog 1980 y 1989 Panamd importd un total

de 68.882,284 Kg de plaguicidas, para un consume promedio
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anual de 6.888,328 Kg, o sea el 12.8 ¥ de las importaciones
promedic anuales de Centroamérica para ese mismo periodo.
Durante esa década Panamd gastd aproximadamente entre 18 a 20
millones de dolares por afic en plaguicidas. Estimandose, que
existe una poblacién de 540,404 gue estdn generalmente
expuestas, aungque en distintos grados de intensidad, a los
plaguicidas. Actualmente, en el comercio se oferta para la
venta de plaguicidas un 16 % de insecticidas, 28 % de
fungicidas, un 35 % :de herbicidas y un 21 % otros |[p.e.

Jenkins, (1995)].

4.3 El Desarrollo de la Resistencia del Anopheles
albimanus a los Insecticidas

Durante log estudios realizados entre 1%44 a 1946, en el
poblado de @Gatuncillo cercanc al ric Chagres, donde se
realizaron rociamientos dentrc y fuera de las viviendas con
una solucién de DDT al 5% en kerosene con periodicidad o ciclo
de cuatro meses, las obgervaciones hechas en el irea tratada
v dos poblados adyacentes, Guayabito y Santa Rosa que se
usaron como control dieron como resultado las siguientes
conclusicnes: 1) Una gran reduccién en el nimero de mosquitos;
2) el porcentaje de sobrevivencia de mosquitos a las 24 horas
es bajo luego de tres meses de aplicacién; 3) durante el
periodo de tratamiento el potencial de transmisién de la
malaria se redujo en un 99.9%; 4) el tratamiento de rociado en

las casas produce una marcada reduccién en la poblacién de
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mosquitos, en areas fuera de las casas y en alguna medida en

la vegetacidn adyacente [p.e. Trapido, (Op. Cit.)].

Dos posibles explicaciones de como sucedio la aparicidn
de la respuesta modificada del An. albimanus al DDT en casSas
tratadas en la localidad de Santa rosa cercana al Rio Chagres,
Panami en 1952 son: Uno gque los mosquitos sean resistentes al
DDT, la otra es que cuando se& inicio el rociamiento un pequefio
grupo de mosquitos era irritado por el DDT, la poblacién
actual contiene una gran cantidad de individuos con una
predisposicién a la irritabilidad con un minimo contacto con
superfiecies tratadas con DDT. En ambos casos uno de los
factores envuelven a otro completamente. De acuerdo a esto,
la poblacién pudo haber desarrellado hiperirritabilidad ¥y
algunas resistencias: 1la hiperirritabilidad puede ser
asegurada con solo un minimo contacto con las superficies
tratadas con DDT; la resistencia se pudo dar, al alcanzar un
ligero umbral durante el tiempo de contacto por la acumulacidn
de dosis 1letales de DDT en el punto donde hubo mayor
sobrevivencia de individuos [p.e. Trapido, (1852)]. En
estudios realizados por H. Trapido durante 1944-1946, y 1952
a 1953, ‘en un sector del gio.chagres, cuyas aldeas fueron
rociadas muchas veces con DDT, sobre "Estimaciones
cuantitativas para la comprensiéﬁ del fendmeno de la
resistencia por conducta en Panami", sé llegd a la conclusidn

‘de que existia la posibilidad de que hubiese producido un
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cambio en la conducta intradoméstica del An. albimanus [p.e.

Dueret, {1958)]

Debido a la comprobacidén de 1la resistencia del An.
albimanug al DLN en todo el territorioc de El Salvador en 1958,
motivé la suspensioén total en ese pais del uso de este
insecticida. Por lo cual la OPS/OMS con la aprobacién de su
oficina en Washington, programoc actividades para conocer el
estado de la susceptibilidad en Centroamerica y Panamd. En
Panami el Dr. J.P. Duret, entomdlogo del Laboratorio Gorgas,
realizaba pruebas de susceptibilidad en Puerto Armuelles. En
caso de comprobarse la resistencia, esas investigaciones
serian extendidas a otras 4reas del pais para asi poder con
seguridad recomendar la descontinuacién del uso de élieldi:ina
[p.e. Nota de OPS/OMS, (1%58)]. Con la aparicién de la
resistencia del An. albimanus a dieldrina en varios lugares de
El Salvador, Guatemala y Nicaragua, el Dr. Oswdldo J. Da
Silva, consultor de la OMS, recomienda se estimule en lo
posible a los paises de la regidén, el establecimientc y
funcionamiento de servicios rutinarios para determinar los
niveles de susceptibilidad de' las especies vectoras. Esta
recomendacién fue aprobada. en el Seminario sobre
*Susceptibilidad y Resistencia", que se celebré en Panamd

[p.e. Nota OPS/OMS, (1958)} .

El comportamiento de la resistencia del An. albimanus al
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DDT observado en poblaciones en el Rio Chagres por Traplido en
1952, que fue reinvestigada en 1958. La medida del efecto
excitatorio del DDT en la induccidn de evasi.én presentada por
hembras adultas excitadas en poblaciones de Gatuncillo y Santa
Rosa en las riveras del Rio Chagres, eran respetivamente
si‘gnifi'cat'ivas, y casi significativamente ménos* gque aguellas
poblacicnes de A&reas no tratadas ¢ de poblaciones de
laboratorio procedentes de lugares que nunca han sido tratadas
conn DDT. En estudios comparativos sobre la irritabilidad del
An., albimanus, de un pobladc no tratade con DDT, Rio
Gatuncillo, y de un poblado tratade con DDT, RJio Chagres.
Mediante pruebas de laboratorie y utilizando trampas de
cobertizo, se confirmd que era mas facil provocar el vuelo de
las poblaciones de Rio Chagres que las de Rio Gatidn y el de
estas mas que el de la colonia Gorgas. Sin embargo, las
diferencias no eran significativas. Se observé que las
poblaciones de campo escapaban mds rApidamente de las casas
tratadas hacia las trampas de ventana gque la colonia Gorgas,
pero no. gse encontraron diferencias entre mosguitos de los

pueblos tratados y no tratados [p.e. Duret, (1961)].

En pruebas de susceptibilidad realizadas con cuatro
especieg, las cuales eran las mds frecuentes durante las
capturas realizadas: An. albimanus; An. punctimacula; An.
triannulatus y An. maculipalpus, tanto con concentraciones de

0.4% de DLN y a 4.0% de DDT todos los resultados dieron 100%
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de mortalidad luego de una hora de exposicién y 24 horas de
espera. Determin&ndose que todas las especies de Anopheles
son susceptibles al DLN comoc al DDT. Aparte de la
irritabilidad del An. albimanus en localidades en la regién
del Chagres, no se ha observado en Panamd ningin problema con
anofelinos ocasionados por la presién de los insecticidas
[p.e. SNEM, (1962)]. En investigaciones entomoldgicas, se
llegd a observar que los ancfelinos llenos Qe sangdre eran
dificil encontrarlo sobre las paredes rociadas; cbservindose
que algunos mosqu.{tos con el estdmago vacio permanecian pocos
minutos en paredes tratadas; quizéds esto sea debido a la
urgencia de sangre. En trabajos realizados en la localidad de
Limones en Chiriqui, los An., albimanus llegaban directamente
al cebo humano, perc no se lograba encontrarlc después
reposando en las paredes. En las fincas de FAtima y Santa Ana
en Divala, se ocbservd que los An. albimanug, picaban dentro de
las casas y después abandonaban las viviendas. Esto también se
observé en Madre Vieja, La Esperanza y El Rompio, en Puerto

Armuelles [p.e. SNEM, (1964)].

Para 1969, se hace referencia a ld aparicién de la
regsistencia del An. albimanus al DDT, por lo cual se hace el
cambio de insecticida en los afios siguientes, utilizando
primero un carbamato y posteriormente un organofosforado [p.e.
Frederickson, (Op Cit.)). Las pruebas de excito-repelencia

permitieron comprobar el elevado grado de irritabilidad de los
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An. albimanus al DDT en dlgunas localidades de dos &reas de
persistencia: Transistmica y lLago Gatiln, pero no se observd
resistencia fisiolégica en ninguna. En los resultados de las
pruesbas de susceptibilidad en Las Lajas (Las Cumbres)
presentan una mortalidad promedio de 86% que se interpreta en
la actualidad como "resistencia intermedia", observéndose
también la inactividad del DDT al An. albimanus en casas con
paredes de madres pintadas (con pintura de aceite) y rociadas
con solucién de DDT, De acuerdo con las pruebas de
susceptibilidad se encontrd .resistencia al DDT en algunas
localidades de los distritos de Colén, Portobelo y Panamé
[p.e. SNEM, (Op. Cit.)]. En Panami, Trapido observé la
aparicién de resistencia polivalenteé, que segin Smith era
sumamente intensa en algunos vertederos de basura donde
durante varios afies se habia empleado intensamente €l DDT y

mis tarde HCH ([p.e. Trapido en Brown, (1971)1.

El ataque con roclado se ha subdividido en tres clases.
semestral con DDT, trimestral con DDT vy .triméstral con OMS-33
(Propoxur). Esta dltima fase se inicio en marzo de 1972, al
comprobarse la resistencia del An. albimanus al DDT (p.e.
SNEM, (Op. Cit.)]. La aplicacién - -de OMS-33 se realizdé en
localidades que presentaban problemas de resistencia del
vector al DDT en los distritos de. Colén, Panami, Chepo ¥
Chepigana [p.e. SNEM, (1973)7. A través de estudios

entomolégicos realizados por el SNEM y la OPS, se han



49
determinado las regiones del pais con problemas técnicos
egpecialmente registencia del vector, siendo las siguientes
localidades con estos problemas: Transistmica- Portobelo, El1
Escobal, Lago Gatilin, Garachiné, Sambd, San Blas, Bajo Bayano
y Bardi (Mapa No. 3) [p.e. S8SNEM, ({(1%75)]. Los estudios
realizados en Chirigqui, Colén, Bocas del Toro, Panami, Darién
y San Blas demostraron que las localidades en las que se
encontrd resistencia al DDT (Mapa No. 4), en afios anteriores,
muestran un aumento de la resistencia, aungue esta persiste

[p.e. SNEM, (1980)].

La realizacidn con. un nuevo ingecticida
(fenitrotién) de aplicacién trimestral, se inicid en Darién y
San Blas con f£in de tener alternativas de solﬁcién, en caso de
resistencia al propoxur y considerando su costo en comparacién
al fenitrotién. Los rociados experimentales fueron realizados
también en dog localidades de la Costa Atlantica (Limdn y La
Represa), La Miel, Cascajal, y Morales; en el Pacifico en
Puerto Pifia, la Meseta Central y mirgenes dé la carretera
Panamericana; Los Pavitos y Quebrada Guinea. Con resultados
hasta el momento satisfactorios de casi el 100% de mortalidad
[p.e. SNEM, Op. Cit.]. Los principales focos de resistencia
del An. albimanus al DDT, se registraron en Calovébora, Santa
Catalina y Tobobe, regidn occidental de la Costa Atléantica,
San Blas, Sambi y Taimati en Garachiné&, y wérgenes del Rio

Chico y carretera Panamericana en el corregimiento de Yaviza;
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otras localidades fueron Jagué y Chiman (Mapa No. 5) [p.e.

SNEM, (Supra Cit.}].

La experiencia del servicio, nos ensefia que en areas
de malaria responsiva (favérable) donde se efectda una buena
cobertura con fenitrotién en forma completa, total, suficiente
Y regular, la, incidencia de malaria ha bajado
gatisfactoriamente. Igual situacién ocurrid con el DDT (en
provincias centrales) cuande su efectividad era 100% y se
logrd pasar a Fase de Consoclidacién en 1973 y en 1976 grandes
extensiones del &rea originalmente malarica donde habitaban
1,177,826 habitantes (88.6%). Sin embarge, dreas como Darién,
Bocas del Toreo y San Blas (Mapa Nco.6), donde la transmisién
nmunca ha sido interrumpida en forma total y completa en
periodo en que el An, albimanus fue altamente susceptible al
DDT, persistiendo la transmisién, aungue & niveles mas bajos,
debido quizds a factores antropoldgicos y otros ajenos a la

resistencia del vector al insecticida [p.e. SNEM, (1985)].

El usgo de insecticida como medida antivectorial, se
mantiene en agquellas localidades de las regiones de Bocas del
Torc, Darién, Chiriqui y en la regién de Alto Bayano en el
distrito de Chepo. Los trabajos de pruebas de susceptibilidad
demuestran que el An. albimanus es susceptible a la dosis
aplicada de fenitrotién en las zonas de Chiriqui, Alto Bayano

y San Blas, no asi en la regién malériéa de Bocas del Torc en
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donde los indices de mortalidad observados en agosto (40%) y
en diciembre del afio 1992 (46:.6%) demuestran una tendencia a
resistencia de los anofelinos a la dosis recomendada [p.e.
SNEM, (19%2)]. El uso de fenitrotidén en aplicacicnes
residuales se mantiene, cen periodicidad trimestral e
intradomiciliocs. EBEn las pruebas de susceptibilidad con An.
albimanus, se analizd con cyflutrina 0.005% y fenitrotidn 1.0%
con especiimenes de Puente Bayano, cobteniéndose mortalidad del
99.4% con cyflutrina y 100% al fenitrotién [p.e. S$NEM,

(1993)] .

Con base a los datos bibliogrdficos citados con
anterioridad y conversaciones realizadas c¢on el perscnal
técnico del Departamento de Entomologla del SNEM, en
referencia a la deteccién de resistencia en An. albimanus al
DDT, presentamos un resumen croncldgico en el Mapa No., 7, de
los principales puntos del pais en que se detectd resistencia

del An. albimanug al DDT.

5. Deteccidn y Medicidn de los Niveles Criticos de

Regigtencia.

En el VI Informe del Comité de Expertos en Malaria de la
OMS de 1955, se manifestd lc¢ siguiente: "La importancia
creciente del problema de la resistencia fisioldgica a los
ingecticidas, hace recomendable que se realicen cuidadosas

mediciones de la suscéptibilidad de los wvectores locales,
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antes de la campafia, y periddicamente después, durante todo el
desarrcollc del programa. "El1 estudio de la resistencia no
debe considerarse mads comc una ingquietud cientifica, sino comeo

un problema operacional" [p.e. OPS, (1%56)].

La determinacién de la linea base de la susceptibilidad
de 1los anofelincs vectores a los insecticidas de aceidn
residual que se utilizan en las campafias de erradicadidn de la
malaria, tiene comc cbjetc el de poder luego vigilar los
cambios que pudieran presentarse en dicha susceptibilidad a
medida que las operaciones de rociados progresan, con el
propdsito de tomar las wmedidas adecuadas antes de dque se
establezca una resistencia a la dosis aplicada habitualmente.
Entre las técnicas cenocidas dos son las méas usadas
actualmente: la de Busvine-Nash, de origen inglés y que es la
mds frecuente empleada; y la de Fay-Quarterman;, ideada en el
Centro de Control de Enfermedades {(CDC) de los EE.UU. Por su
parte la OMS, reconociendo los defectos de las técnicas
desarrclladas hasta ese momento, resolvié tomar los elementos
mas dtiles, y asi emplear una nueva prueba la cual
posiblemente se llamari de 'la. OMS [p.e. OPS, ‘(Supra Cit.)].
Para descubrir la aparicién de una especie/cepa de mosquitos
resistentes a los insecticidas, es necesario disponer de los
datos b&sicos sobre las caracterfsticas que presentaba la
especie antes de generalizarse el empled de los insecticidas

o establecerse comparaciones con mosquitos de una zona no
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tratada. Cuande se emprenden campaitag de lucha contra
mosquitos mediante la aplicacién de insecticidas en gran
escala, conviene determinar 1l¢ antes posible los limites
normales de la susceptibilidad, para lo c¢ual es preciso
practicar varias pruebas (ochc por lo menos) en distintas
localidades y en distintas epocas del afic a fin de conccer la
intensidad de las variaciones biclégicas normales. Serd
preciso averiguar ademis los antecedentes sobre el uso que se
haja de los insecticidas en la zona, tanto para la lucha
contra los mosquitos, como para las principales aplicaciones

agricolas [p.e. OMS, (1957)].

En una corta revisién de las extensas investigaciones de
la resistencia posterior al uso del DDT en relacidén a 1las
ventajas de las té&cnicas experimentales, el estudio de la
resistencia ha ido gradualmente invelucrando otras
disciplinas, notables como la genética y la bioquimica.
Durante el periodo de 1952 a 1972, varios tipos de
investigaciones se han caracterizado entre las cuales
destacan: 1) deteccidn y medidas; 25 estudios genéticos; 3)
principios de toxicologia; y, 4) bioquimica toxicolégica. La
integracién de todas las diferentes investigaciones atacan la
resistencia continuamente y donde numerosas especies estan
sujetas a las ventajas de los estudios bioguimicos y genéticos

que cada vez se incrementan [p.e. Busvine, (Op. Cit.)].
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Considerando los criterios para la determinacidén del
nivel critico de la resistencia del vector para la toma de
decisién, la XVII Conferencia del Comité de Expertos de
Insecticida 1llegd a las principales conclusiones: a) La
deteccidn de loé niveles criticos de mortalidad obtenidos por
pruebas de susceptibilidad muy bien pueden retrasarse hasta
después que los datos parasitolégicos reflejen un incremento
de transmisién debido a la presencia de una alta fraccidn
resistente en la poblacién de vectores; b) los resultados de
las pruebas de susceptibilidad estdn sujetas a gran
variabilidad muchas veces debido al inadecuado tamafio de las
muestras puestas a prueba; c) existe una falta de conocimiento
en cuanto al .sign:i.f:i.cado de los resultados de las pruebas de
susceptibilidad en té&rminos en lo correspondiente a la
mortalidad en el campo bajo varios sistemas de rociado, d) se
tiene que conocer también las limitaciones de los datos
parasitoldgicos, ya «que estos pueden presentar un
estancamiente en la situacién epidemiolégica o gradualmente
tiende a determinar los rociados bajo insecticida [p.e. OMS,

(op. ci€.)l.

El Comité examiné ademds, la necesidad de normalizar aln
mis las condiciones de prueba y convino en la necesidad de
insistir sobre ciertos puntos importantes del procedimiento de
ensayo, sobre todo: a) el efecto de 1la temperatura

(coeficiente térmico positivo o negativo); b) el mantenimiento
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de los mosquitos durante el periodc de exposicibén, evitando
alimentarle con soluciones azucaradas, que puedan rebajar la
mortalidad de la prueba; y, ¢} la normalizacidn de la hora del
dia en que se efectien las pruebas, ya que algunos
experiméntos revelan ritmo circadiano de susceptibilidad [p.e.
OMS, (Sup. Cit.)]. Ninguna especie reacciona siempre de la
misma forma, ni siquiera en las condiciones mis naturales; la
linea de referencia depende, de numerosos factores, tales como
la estacisn del afio, el estado de nutricién, el tiempo
transcurrido desde la iiltima ingestién de sangre, la fase de
desarrollo de huevo y la edad. Igualmente influyen sobre los
resultados las condiciones durante la prueba: temperatura,
luminosidad y, en general tede factor que ejerza algin efecto
sobre la actividad de los insectos estudiados [p.e. OMS, (Op.

cit.)].

La sensibilidad puede variar de un sexo a otro y, en
general} los machos son mas sensibles gque las hembras. La
edad también es un factor de importancia de variacidén. Como
regla general, los individuos mas longeves son menos sensibles
que los individuos j&venes. Esto es particularmente valido
para las larvas de mosquitos. El estado figicléaico influye
también en la sensibilidad. Asi, es el caso de las hembras de
mosquitos, los individuos més jévenes son mds sensibles que
las que est&n llenas de sangre y las grévidas, al curso del

ciclo gonadotréfico, la sensibilidad varia y alcanza su mdxima
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expresién luego de 24 horas de alimentarse de sangre. La
calidad de alimentacién y el parasitismo, en particular en el
caso de las larvas de mosquitos, puede influenciar su grado de

gengibilidad [p.e. Brengues y Caosemans, {(1977)1].

La deteccién temprana de la resistencia de los vectores
es una labor de bisqueda sistemdtica en las 4reas propuestas
para la 1lucha antivectorial durante el planeamiento Yy
ejecucién de las operaciones de aplicacién de los agentes
quimicos. Con el fin de lograr las miximas probabilidades de
detecciédn temprana, las operaciones de vigilancia se deben
concretar cuidadosamente en las &reas donde grandes
pcblaciones de vectores ya estédn siendo sometidas a la
aplicacidén del mismo plaguicida u otro similar [p.e. OMS, (Op.

citc.)l.

La funcidén de las pruebas de susceptibilidad, no es solo
la de confirmar si existe o no resistencia, sino que su uso
mids importante es detectar oportunamente el decaimientco del
nivel de susceptibilidad y por ende la emergencia del nivel de
resistencia lo suficientemente altc para que cause un fracaso

en el control [Brown, (Op. Cit.)].

En general, el criterio para definir la presencia de
resistencia ha sido la supervivencia del 20% o mds de los

individuos scmetidos a ensayos con las concentraciones de
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diagnéstico actualmente conocidas de los plaguicidas
cominmente disponibles usando los estuches para ensayos sobre

el terrenc de la OMS [p.e. OMS, (Op. c¢it.)].

6. Asociacidén de las Esterasas con la Resistencia
a Compuestos Organofosforados en Mosquitos

Vectores.

Los compuestos organofosforados son inhibidores de cierto
nimero de enzimas de esterasas. Entre éstas es fundamental el
gistema de acetilcolina-colinesterasa, que interviene
vitalmente en la actividad de los té&jidos exitados. S5i bien
muchas esterasas quedan inhibidas, algunas no resultan
afectadas. Se ha encontrade que varias de estas esterasas no
afectadas hidrolizan los compuestos organofosforados y no hay
duda que sSe muestran activas en los mecanismos de
destoxificacidn. Ciertos compuestos organofosforados son
inhibidores directos, mientras que otros han dJe ser
metabolizados ya sea por reacciones simples o por reacciones
complejas, para convertirlo en inhibidores activos en el
organismo vivo. Los sistemas de destoxificacidn del organismo
vive funciona mediante la hidrdlisis de los compuestos
organofosforados, dque los convierten en productos menocs
inhibidores o no inhibidores. Estos procesos pueden entrafiar
la simple hidrélisis de los grupos substitutivos directamente

unidos al &tomo de Eésforo o una hidrélisis més compleja que
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afecta también a otros restos substitutivos [p.e. Marsh, (Op.

cit.)].

Para mejor conocimiento del modeo de accidén de los
compuestos organcfosforados, al explicar la resistencia han de
tomarse en consideracién primordialmente tres sistemas. Los
ingectos resistentes pueden tener niveles m&s altos de
colinesterasa; pueden poseer sistemas destoxificadores menos
eficientes, o pueden poseer sistemas destoxificadores mas
eficientes. Se ha demostrado gque algunas especies resistentes
a organofosforados contienen niveles de colinesterasas mds
altos que las especies susceptibles, mientras gque otras no
muestran ninguna diferencia. Asi pues, el aumentco de
colinesterasa no puede ser la causa primaria de la
resistencia. Sin embarge, se ha encontradc gque la
desintoxificacién y la eliminacién son mas efectivas en las
especies resistentes qué en las especies susceptibles. La
interreiacién de estos tres sistemas explica las diferencias
entre la susceptibilidad y la tolerancia y las caracteristicas
diferenciables de 1la resistencia a los  compuestes

organcfosforados [p.e. Marsh, (Supra Cit.)].

Se asume que los insectos son muertos por los efectos de
compuestos organcfosforades |y carbamatos debide a 1la
colinesterasa, por esta razén los ejemplos estan habitualmente

confinados a las enzimas, sin eémbargo, las principales
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discusiones son aplicadas a esterasas B en general. La
discusidén de la accién bioldgica de 1los compuestos
organofosforados que es dependiente de la reaccidn de las
proﬁeinas con actividad esterdsica; esta enzima es la esterasa
B, pero no eg colinesterasa. Los compuestos organofosforados
al reaccionar con 1la c¢olinegterasa produce relativa

estabilidad fosforilada en la enzima [p.e. Aldridge, (1971)].

La. inactivacidén de 1la acetilc¢olinesterasa (AChE) por
ésteres organofosforados ha sido demostrada por los resultados
en reacciones quimicas actuales entre la enzima y compuestos
organofosforados. Sobre el proceso de inhibicidn, principal,
dltimamente se debe a la formacién de un enlace covalente de
enzimas fosforiladas, la cual estd representada en la Reacidn
No. 1, en donde el ester y la enzima se combinan primero y
forman un compléjo y este es seguido por la fosforilacidm. El
modelo para la actividad del sitic de AChE propuesto por
Krupka {(1964), es utilizado para el propésitc de ilustracidn.
En este esquema, B es un grupo bdsico (histidina, imidazol,
nitrégeno), OH es serina-hidroxil, HAR es un grupo acido
(tirosina-hidroxil) y 8 es el =sitio aniénico. El sitio
aniénico, cuya funcidén normal es la de atraer el componente
trimetilamonio, en el sustrato natural de la acetilcolina
(ACh) del sitio de activacién, por la que puede ser
visualizado la flexibilidad para meterse en los restos de

carga negativa. En ciertos casos el grupo de ésteres de
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organofosfatos, R en la posicidén 3-fenil, primerc interactdia
con el gitio anidnico y algunos ayudan o impiden el proceso de

inhibicién [p.e. Fukuto (1971)].

De acuerdo a los mecanismos de . inhibicidén la
fosforilacidn de AChE ejecutada en el sitio por el ataque de
gerina-hidroxil en &tomos de fésforo, el estado de la reaccidn
es catalizada por los componentes bésicos y dcidos en el sitio
de activacién. La enzima fosforilada de este modo obtenida es
inhabilitada de catdlisis de hidrdlisis de AChE. La relacidn
entre la estructura gquimica de los ésteres de organofosfatos
y la inactivacién de AChE ha sido intensamente estudiada. Los
estudios han postulado que la actividad anticolinesterasa de
los éste;es de organofosfatos depende considerablemente de l1a

reactividad del éster [p.e. Fukuto, (Supra Cit.)1.

La presencia de colinesterasa (ChE), acetilcolina Yy
colina acetil transferasa en los téjidos nerviosos de los
insectos han sido bien establecidas. La inhibici6én de ChE es
considerada como el principal -modo de accién de 1los
insecficidas organofosforados y carbamatos, pero existe poco
conocimiento en lo referente a los niveles de inhibicidn

requerido para causar la muerte [p.e. Booth y Lee, (1971)]

Entre los mecanismos responsables para la creacidn de

resistencia a los insecticidas, las modificaciones enzimaticas
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juegan un papel muy importante. Asi la dehidroclorinasa es el
mayor factor en 'la c¢reacién de resistencia al DDT, 1la
carboxileétéfasa, fosfotriesterasa, acetilcolinesterasa, las
dependiente de glutation transferasas y las oxidasas de
funcién mixta {OFM) est&n envueltas en la resistencia de
organofosforados. Las OFM son importantes en la resistencia
a carbamatos. La O-demitilisa, que recientemente presenta la
mayor enzima de destoxificacién en resistencia al metoprene en
la mosca casera,.mnsca domegtica [p.e. Georghiou ¥y Pasteur,
(1978)]1-. La resistencia en Culex quingquefasciatug Say, en
California a compuestos organofosforados, es heredado como un
monofactor, de caricter parcialmente dominante. En donde la
presencia de esta resistencia, lo mis probable es que sea
debido a la destoxificacidn por esterasas [p.e. Georghicu et
al., {1580)]. La alta actividad de esterasas ha presentado su
asociacién con la resistencia a insecticidas organofosforados
en mosquitos Cx. quinquefagciatus. Los cddigos de esterasas
¥ la induccién de genes resistentes en laboratoric de cepas
seleccionadas han tenido idéntica o una unién mis estrecha

[p.e. Georghiou y Pagteur, (1980)].

Por otro iado, el- reporte de registencia a
organofosforados en poblaciones del complejo Cx. pipiens en
Camerdn y Sierra Leona,'Malésia, California y sur de Francia
esta estrechamente asociada con la actividad normal de

esterasas [p.e. Curtis y Pasteur, (1981)]. En tanto en
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poblaciones naturales de mosquitos del complejo Cx. pipiens
L., la frecuencia de Est-2°% tiene un alto significado de
correlacidn con la resistencia a insecticidas organofosforados
[p.e. Pasteur et al., (1981)]. Asi mismo, en diferentes
especies del género Culex, la resistencia a los insecticidas
organofosforados estd asociada con la presencia de una alta
actividad de las esterasas relacionada con la hidrbélisis de
sustratos de naftil-acetatos. Distinguiéndose dos clases
iguales de alta actividad enzimdtica (esterasa A’ y esterasa
B’), esta facultad puede estar presente sola, en algunos o en
compafiia de la otra en Cx. pipiens [p.e. Pasteur et al.,

(1981} ).

Entre los mecanismos bioquimicos causantes de resistencia
a los insecticidas, ciertos factores genéticos gobiernan 1la
resistencia a organofosforados, la cual es expresada como, o
la asociacién con anormales niveles altos de enzimas en
particular esterasas, estas esterasas han sido clasificadas
como carboxilesterasas = aliesterasas = esterasas B =
hidrolasas = E.C.3.1.1.1., excepto gue su eficacia no es
restringida a compuestos con cadena de carboxilester. Ellas
funcionan por destoxificacién de ésteres de insecticidas
organofosforados, del mismo mode en gque los niveles de
resistencia estan directamente relacionados con el aumento o
actividad de esterasas disponibles [p.e. Villani et al., (Op.

Citc.)].
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En California con mosquitos Culex tarsalis Coquillette,

dos tipos de mecanismos de resistencia han sido identificados,
el incremento de destoxificacidén y la reduccién en 1la
penetracidn del insecticida. En estudios de esterasas en
varias especies y cepas de mosquitos, Giorghiou y Pasteur
(1978) reportaron la presencia de cepas de Cx. ¢tarsalis
resistentes a organofosforados, donde dos esterasas mostraron
altos niveles de actividad hacia sustratos de naftil acetatos
y Su ausencia en cepas susceptibles. Desde entonces estas
esterasas, junto con sus altos niveles de actividad han sido
presentadas como las responsables de 1la resistencia a
insecticidas organofosforados en numerosas especies de
insectos [p.e. Prabhaker et al., (1987)]. La alta actividad
de esterasas es asociada con insecticidas resistentes en un
gran nimero de especies de insectos. En Caix. quinquefaéciatus
Say, la resistencia a ciertos insecticidas organofosforados es
asociada con una aloenzima de esterasas, esterasa Bl. El
papel de las esterasas en la resistencia ha sido confirmada
por estudios genéticos cue han demostrado que las esterasas
son indisociables de los fenotipos resistentes [p.e. Perrari
y Georghiou, (199%0)]. Una gran cantidad de esterasas y
diversos grupos de enzimas, en muchas instancias la variacidn
en la actividad de esterasas han sido asociadas con la
resistencia a insecticidas organofosforados. Estas enzimas
permiten que el sitio que sirve de blanco, sea catalizado por

la hidrdlisis del insecticida. En general, las esterasas
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tienen un amplic rango de sustratos especificos, ellas pueden
unirse a triésteres de fosfato, é&steres, tioésteres, amidas y

péptidos [p.e. Dary et al., (1990)].

Las resistencias gque presentan las poblaciones de
mosquitos de Cx. tarsalis en ciertas regiocnes de Italia ha
gido conferidas por dos mecanismos: Elevacién no especifica de
los niveles de esterasas y la alteracidén de 1la
acetilcolinesterasa (AChE), la prevalencia reportada ha sido
debido a cambios en Tespuestas a continuas presiones
selectivas de insecticidas. Las alteraciones de sensibilidad
a insecticidas en insectos a la acetilcolinesterasa, es uno de
locs mayores mecanismos causantes de un amplio espectro de
resistencia a insecticidas organofosforados y carbamatos [p.e.

Hemingway et a&l., (1991}].

El primer efecto bioguimico asociado con la toxicidad de
los insecticidas organcfosforados, es la inhibicidn de la
AChE. La funcién normal de la AChE es la terminacidn de la
neurctransmisisn de la ACh liberada en la parte colinérgica
del nervic en respuesta a un estimulo nervioso, El dafio
causade por la actividad de la AChE, conduce hacia rangos con
efectos gue resultan con la excesiva estimulacidn nerviosa y
culmina'con falla respiratoria y finalmente la muerte. La
quimica de inhibicién de la AChE y muchas otras esterasas por

estos quimicos es similar y es explicada en forma esquemdtica
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por la Reaccidn No. 2. Seguido por la formacidn del complejo
de Michaelis (Reaccion 1), un residuo especifico de serina en
la proteina que es fosforilada con pérdida de parte del grupo
X (Reaccidén 2). Dos reacciones mis pueden ser posibles
Reaccidn 3 (reactivaciodn), la cual puede oCuUrrir
esponténeamente, un porcentaje de esta reacciérn es dependiente
de la forma como es atacado el grupo y la proteina, siendo
dependiente también de la influencia del pH y la adicién de
reacciones nucleofilicas, tales como las o;imas, las cuales
catalizan la reactivacidn; Reaccién 4 que envuelve la divisidn
de una cadena R-0-P- con el desprendimiento de R y formacidn
de residuos de 4cido fosfbdrico monosustituido al ser atacada

la proteina [p.e. WHO, (1986)].

El Cx. guinquefasciatus Says, es uno de los principales
mosquitos vectores de la filariasis linfética humana en Africa
tropical. El intenso uso de insecticidas contra los
mosquitos, aplicadoe a sitioe de criaderos cercanc a las
viviendas humanas, ha dado come resultado el desarrollo de la
resistencia a organofosforados, carbamatos y piretroides, como
también fué originada la resistencia al DDT y los ciclodienos
Las esterasas con extremadas altas actividades a alfa y beta
naftil-acetatos han sido observado en cepas resistentes de Cx.
quinquefasciatus. El incremento de la destoxificacién es una
ruta obvia de la resistencia, sin embargo, es probable que la

funcién de estas enzimas s6lo funciocna por la privacidén y
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competencia con el blanco de la acetilcolinesterasa (AChE)
para el insecticida. La masiva sobreproduccién de cualquier
proteina de esterasa por insectos resistentes, da como
resultado en la destoxificacién de losl ésteres del
insecticida, primero por privacién y luego por hidrélisis
cuando es inhibida 1la reacciton de las esterasas [p.e.
Khayrandish y Wood, (1993)]. BEn estudios scbre leos altos
niveles de esterasas A, y B, y el metabolismo de los
insecticidas en dos cepas de Cx. quingquefasciatus, la Pel-RR
{resistente) y la Pel-S8S {(susceptible), con los insecticidas
malatiéﬁ vy fenitrotidn. El fenitrotidén presentd una
hidrélisis mds rapida gque el malatién, lo cual significa que
una gran cantidad de fenitrotién fue metabolizado en Pel-RR
comparado con la cepa susceptible Pel-S8S, sin embargo 1la
cantidad de malatidn metabolizada en las dos cepas no fue
significativamente diferente. En donde 1los mayores
metabolistos en la cepa Pel-RR fueron el 3-metil, 4-nitrofenol
y el carboxifenitrotién; 1los cuales son productos del
metabolismo a base de esterasas. En tante gue la cepa Pel-SS,
los mayores metabolistos fueron el 3-metil,4-nitrcfenol y el
fenitrooxén. Bl 3-metil, 4-nitrofenol fue producido en una
significativa gran cantidad en la cepa Pel-RR que en la cepa
Pel-88 (Cuadros IX y X). Existieﬂdo mé&s hidrélisis de
esterasas en el fenitrotién que oxidasas o glutatidén-S-
transferasas metabolizadas en Pel-RR, lo cual sugiere que los

altos niveles de esterasas en las cepas asi el metabolismo, en
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cuanto a sus funciones y su relativa importancia dependerd del

insecticida utilizado [p.e. Peiris y Hemingway, (1993)].

7. Medidas para Contrarrestar el Desarrollo de la

Resgistencia.

El interés en el control biolégico de insectos ha sido
grandemente considerado, por el desarrollo de la resistencia
a los insecticidas en consecuencia el aprovechamiento del
control quimico ha sido parcial y ha ocasionando ademés
problemas referentes a contaminacién del ambiente y a riegsgos
de la salud. Durante afios recientes muchos intentos de avances
se han hecho en el desarrollo del control de insectos por
manipulacién genética. Estos métodos incluyen la té&cnica de
machos estériles, el cual sido eficaz y predecible. En
recientes experimentos de campo llevados a cabo por la OMS en
Cx. fatigans han demostrade que la ocurrencia natural de los
mecanismos citogenéticos, como la incompatibilidad
citoplasmitica puede ser utilizada exitosamente sin el uso de

radiaciones o quimioesterilizantes [p.e. OMS, (Op. Cit.)].

El Comite de la OMS de Expertos de Insecticidas, ha
examinado logs progresos realizados en la utilizacién de
esterilizantes quimicos, de sustancias miméticas de las
hormonas juveniles y de agentes de lucha biolégica tales como
nemitodos, hongos, protozoos, bacterias y virus. Se ha hecho

observar que el origen natural de los productos que pueden
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sustituir a los insecticidas quimicos, no significa
necesariamente que estén excento de riesgo para las pefsonas,
los animales domésticos y la fauna [p.e. OMS, (1967)]. Hasta
la fecha, s6lo se ha aislado un reducido nlmero de virus
patégenos para los artrSpodos de importancia en la salud
pliblica y veterinaria. Diversos virus que presentaban cuerpos
de inclusién de polihidrosis nuclear o citoplasmitica han sido
aisladas en mosquitos (Aedes, Culex y Anopheles). En
Anopheles se ha aislado un poxvirus y en especies de Aedes y
Simuliun virus iridiscentes. La infeccidn experimental ha
tenido éxito y se han definido las propiedades particulares de
algunos de estos virus. Actualmente se esta estudiando la
estructura, la especificidad y la epidemioclogia de algunos
virus con inclusiones de polihidroesis nuclear ¥

citoplasmiticas de virus iridiscentes [p.e. OMS, (1973}1],

La utilizacién de insecticidas selecciona de manera
inevitable mutaciones genéticas que confieren resistencia. Sin
embargo, en todos los programas de lucha contra vectores,
habrid una proporcidn de la poblacién que elude el tratamiento
o que consiste en inmigrantes provenientes de otras zonas no
rociadas. Los genes no seleccicnados aportados por estos
insectos a generaciones subsiquientes tienden a demorar el
establecimiento de la resistencia. Esta. aportacion podria
maximizarse, mediante la aplicacidn de.las siguientes medidas:

limitacién del control quimico a zonas con elevados niveles de
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transmisidén de enfermedades; limitacién del control quimico a
lag estaciones del afio en que la transmision de enfermedades
llegan al nivel mis elevado; utilizacién de métodos de control
ne quimico finicamente, © reemplazo de insecticidas de accidn
residual por los de accién no residual aplicados solo cuando
son esenciales para la lucha adecuada contra vectores [p.e.

OMS, (Op. Cit.)].

Al examinar estrategias que entrafian el uso de dos
insecticidas, en general uno no se puede permitir pasar por
alto el riesgo de que la poblacifén a la que se destinan las
medidas desarrolle resistencia a ambos compuestos. Ese riesgo
se puede reducir intercambiando dos o mds insecticidas no
relacionados ("rotacién"). Hay tres medios diferentes de
proceder al respecto: cambiando de insecticidas cuando el
nivel de resistencia a un insecticida llega a un nivel in-
tolerable; intercambiando la primera vez que se detecta la
resistencia a un insecticida; intercambiando de acuerdo con un
programa planiificado previamente. Cuando la resistencia al
insect_icida alcanza niveles de importancia para las opera-
ciones, se plantea la cuestifén de qué insecticida o insec-
ticidas de sustitucién han de elegirse. La eleccidn dependera
de varias consideraciones practicas, como la eficacia, la
disponibilidad de formulaciones adecuadas, los costos, la
seguridad y los efectos ambientales. Siendo el factor mas

importante, el potencial que tenga la poblacién de insectos de
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resistencia significativa en el campo a un insecticida en

particular [p.e. OMS, (Supra Cit.)}].

En los progrmas de 1lucha antivectorial, las mayores
oportunidades para contrarrestar la resistencia dependerid de
la habilidad que se tenga de limitar el grado de presién de
seleccidén de acuerdo con la "propensidad a la resistencia® de
la poblacidn qgue es objeto de tratamiento. La resistencia
.serd demorada 5 inhibida si el plaguicida tiene una breve
estabilidad quimica, sinc estd relacionado con un producto
gquimico empleado anteriormente, y si la formulacidén no permite
una prolongada 1liberacién de la sustancia quimica en el

ambiente [p.e. Georghiou, (Op. Cit.)}].

En lo referente a los programas de lucha contra vectores,
es de importancia determinar que factores cabe modificar para
prevenir, o cuando menos retrasar, 1la aparicién de la
resistencia. Seria muy conveniente llegar a expresar en
términos cuantitativos estos factores con una precisién
suficiente para intentar predecir la posibilidad de una
resistencia y su ritmo de crecimiento. Por desgracia, esto
parece impésible.mientras no se esclarezcan la existencia y
frecuencia de los genes resistentes en poblaciones silvestres
de insectos. Sin embargo, partiendo de una supuesta
frecuencia de estos genes, ha de ser pdsible cuantificar los

factores ecolégicos suficientemente para poder identificar los
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mis importantes incluso quiz&s modificarlo. No obstante,
parece que por lo general, la modificacién del tipe y la
intensidad es la que ofrece mas posibilidades de frenar el
ritmo de desarrolle de la resistencia [p.e. OMS, {Op.
Cit.)]. Para retrasar la aparicidn de la resistencia, hay que
limitar las aplicaciones de los insecticidas a zonas.y
estaciones en las que la transmisidn de la malaria sea midxima,
ﬁara reducir la exposicidén de poblaciones de vectores y, por
tanto, la presidén selectiva sobre estas. La limitacidn de la
zona de aplicacién de los insecticidas permite la existencia
de una gran poblacién no expuesta y no seleccionada que puede
diluir los genes de la resistencia que surgen en la zona de
control de 1lda malaria por la inmigracidén de insectos
sensibles. Cuando el alelo de la resistencia es dominante
puede aparecer ripidamente una resistencia, el insecticida
'i empleado no deﬁeria ger persgistenté o desaparecer gradualmente
"con el tiempo a fin de seleccionar los sensibles y no los
- heterogigotos [p.e. Taylor y Georghiou, l(1979)]. Debera
realizairse los mayores esfuerzos para retrasar o evitar el
desarrollo de la resistencia, porque una vez que aparece la
dnica alternativa es el cambio de insecticida. Aungue serd
.dificil, si no imposible, eliminar la resistencia, los cambios
de estrategia de control al menos pueden retrasarla hasta que
se disponga de mejores medidas de alternativas de control.
Sugiriéndose que los programas de control podrian evitar la

resistencia considerando las siguientes medidas: a) Reduciendo
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la aplicacién de insecticida a zonas focales bien definidas de
transmisién en vez de cubrir amplias extensiones; b) Aplicando
el insecticida sole cuando la actividad estacional del vector
Y la transmisidén de la enfermedad sean mdximas, en vez de
mantener tode el afio niveles residuales elevados de
insecticida; ¢} empleando insecticidas residuales que no se
utilicen en la agricultura local; d) No usando el mismo
insecticida contra las poblaciones de larvas y adulteos; e)
empleande el control no quimico donde y cuande sea posible

[p.e. Georghiou, {(Op. Cit.)l.

Probablemente el factor mis importante en el manejo de
insecticida sea evitar el cambio prematurc de estos. Después
de seleccionar un insecticida para un pregrama de control, hay
que elegir un insecticida éltemativo seglin las pruebas de
efectividad y resistencia c¢ruzada para utilizarlo cuande
aparezca la resistencia. El insecticida primero se emplea
hasta que su efectividad se vea comprometida y en evaluaciones
amplias se compruebe el fracaso del contrel [p.e. Brown,

(Op.Cit.) 1.

El manejc de la resistencia abarca todas las medidas para
retrasar o prevenir grados de resistencia que superen aquellos
que obligan a abandonmar el ingecticida, manteniendo al mismo
tiempe el control eficaz de la enfermedad. Esto implica

aplicar s6lidos conocimientos técnicos y los medios
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disponibles para prolongar el uso eficaz de insecticida en la
forma méds prudente y eficaz en relacidn con el costo. Exige un
sistema confiable de vigilancia, deteccién temprana Yy
vigilancia precisa. Para el manejo eficaz de la resistencia,
el primer paso es tomar todas las precauciones necesarias para
prevenir la aparicién de resistencia y preparar por adelantado
un plan para cohtrarrestarla en las etapas tempranas de su
desarrcolle. Las principales medidas especificas que se pueden
aplicar en el procesc de contrcol de la resistencia son: a)
seleccidn y secuencia del empleo de insecticida; b) aplicacidn
selectiva de insecticida, que involucra aplicacidn focal,
aplicaci6én estacional, aplicacidén parcial de insecticida en
determinados sitics de reposo, aplicacién parcial de
plaguicidas a mosquiteros, cortinas y trampas; b) rotacidn de
plaguicidas; c¢) mezclag de plaguicidas; 4) uso de sinergistas,

e) empleo de dosis bajas o altas [p.e. OMS, (1985)].

Se puede definir la lucha antivectorial integrada como la
utilizacién de todos los procedimientos tecnoldgicos y de
ordenamiento apropiados para lograr. un grado eficaz dge
disminucidn de losg vectores con una relacion adecuada entre
costo y eficacia. En este sentido, el conceptc de lucha
antivectorial integrada no es nuevo en el caupoe de la lucha
contra los vectores como medio para eliminar las enfermedades.
A fines del siglo XIX y a comienzos del XX, cuando se comprobd

y reconocidé la funcidén de los vectores en la transmisgidn de
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las enfermedades, las recomendaciones para el ordenamiento y
la lucha inclufa: 1) proteccibén personal mediante mamparas,
mosquiteros y uso de repelentes; 2) ordenamiento del hébitat
y reduccién de las fuentes y eliminacién de los criaderos
arctificiales; 3) wuso de insecticidas como larvicidas ¥y
adulticidas; 4) estimacién de las posibilidades de la lucha

biologica; 5) capacitacién y educacidn [p.e. OMS, (1983)].

El requisitc esencial de la lucha antivectorial integrada
eg la disponibilidad de més de‘ un método de lucha o
posibilidad de usar un método que favorezca la accidn de otro,
por ejemplo, un insectidas selectivo que no tenga efectos
nocivos sobre otros agentes de lucha biolégica que exista en
la naturaleza, Requiriendo aifin mds, conocimientos para
identificar el wvector y su funcién en la transmisidén de
enfermedades, para descubrir su distribucién geografica vy
estacional y para documentar su ciclo biolégico. Es
importante una mayor comprensidn del efecto de los métodos de
lucha sobre la etapa © etapas del wvector gue resulten
afectadas; esa comprensidn se basa en el conocimiento de las
poblaciones de vectores y de la dindmica de la transmision.
Los beneficios deben ser evidentes y justificar los costos
p.e. OMS,l(Supra Cit.)]. El interés en el contrel biclégice
ha tenido una gran importancia en los Ultimos afios, debido al
desarrollec de 1la resistencia contra los insecticidas

utilizados y consecuentemente el parcial aprovechamientc del
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control quimico. Otro factor de importancia, son los
problemas de contaminacidn ambiental y su asociacién con el
riesgo de 1la salud. Durante los dltimos afios, se ha
considerade los avances que se han hecho en las
invegtigaciones scbre el contreol de insectos por manipulacidn
genética de las poblaciones. El control genético de los
insectos no estd solamente limitado al wuso de machos
radioesterilizados o qQuimicesterilizados, otros mecanismos
conocidos por los geneticistas son probados o adaptados para
el control de vectores. Estos incluyen incompatibilidad
citcoplasmética, hibridos estériles, translocacién cromosdmica,
distorsidn de sexo por radiacién y genes letales condicionales

[p.e. Knipling (1968)].

Por control bioldgico entendemos, el control de wuna
gspecie por la accién directa o indirecta de otra especie
animal que es su enemigo natural, con o sin sus metabolitos.
La razdn por la cual en las ultimas décadas se ha presentado
un resurgimiento del control biolégico obedece a la desilusidn
con los métodos de control quimico. Se suma la escalada de
los precios, el incremento de 1la resistencia y 1la

~ontaminacién ambiental [p.e. OPS, (Op Cit.j].

Debido a los problemas de contaminacién con insecticidas
gintéticos, los altos costos que representa su desarrollo, y

la resistencia mostrada por especies de mosquitos, estos
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factores han estimulado la interegsante aplicacién de 1la
biologia molecular en el estudic de mosquitos vectores de
malaria, enfocado hacia dog aspectos. Primero, el aumentar la
existencia de medidas de control gue van desde el desarrollo
de un sistema de prueba simplificado de ADN para 1la
identificacién de especies, cuando se trata de complejo de
especies. El segundo aspecto, es considerar el desarrcllo
completo de nuevas estrategias para la manipulacidén genética
de mosquitos vectores de malaria, con el fin de alterar su
habilidad de transmitir la enfermedad. El mayor requerimiento
es la produccitn de mosquitos transgenéticos gque junto <on
otras perspectivas pueden llegar a utilizarse para el futuro

contrel de la malaria [p.e. Crampton, et al (19%0)].



CAPITULO II

METODOLOGIA
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Para la realizaciém del presente estudio, se contd con
las facilidades de las instélaciones del Ministeric de Salud
ubicadas en la Divisién de Contrcl de  Vectores,
especificamente en el Departamento de Encomologia.
Utiliz&ndose ademds las instalaciones técnicas del Labeoratorio
de Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones

Tropicales Smithsconian, localizadas en.la isla de Nacs.

1. Colecta y Colonizacién de Cepas de Anopheles

albimanus.

Para la ejecucidén de esta primera fase de la parte
experimental de este estudie, se colectd material biclégico de
An. albimanus provenientes de dos localidades del pais. La
seleccidn de los lugares de colecta de mosquitos adultos, se
hizo.en base a regiones que han estadec por lo general sometida
a una continua presién selectiva de insecticidas, ya sea de
uso en salud piblica o en el agricultura. Una de las cepas se
colectd en la localidad de Barranco o Barranco Mentafia
ubicada entre las coordenadas gecgraficas de Latitud 09° 31’
23" .4 y Longitud 82' 42’ n7".3, en la provincia de Bocas del
Toro. La otra cepa fué colectada en la regién del Bayano, ei
la localidad de Puente Bayano, ubicada entre las coordenadas
geogrdficas de Latitud 09° 09’ 29".3 y Longitud 78° 48’ O1".5,

en el sector este de la provincia de Panama.
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Los especimenes de cada una de -las cepas colectadas,
fueron puestos en jaulas especiales y se alimentaban con
sangre de cobayos, dentro de las jaulas se colocaban bandejas
con agua para la obtencién de posturas y de esta forma
mantener durante varias generaciones las dos colonias de
mogquitos para poder ser utilizadas en este estudio. Las
jaulas fueron mantenidas en el insectario del Departamento de
Ehtomologia. El &rea donde estaban las colonias de An.
albimanus, se registré la temperatura maxiwma y minima, y.la
hqmedad relativa; obteniéndose promedios mensuales de 30.0°C

y 28.5 °C y 67.5%, respectivamente.

2. Pruebas Bioguimicas.

En cuanto a la metodologia utilizada para la realizacién
de las pruebas bioquimicas, esta se hizo mediante ensayos
electroforéticos utilizando gel de celulosa en acetato, el
cual brinda un método sensible, que al igual que las otras
técnicas electroforéticas, permite detectar pequeiias
diferencias en molé&culas casi idénticas. Las diferencias mas
facilmente detectables por este método son sustituciones de
amincdcidos que se traducen en una carga diferente en unas
molécula proteica, ya sea porque el aminodcido sustituido
parte la carga diferente o porque su sustitucidn resulta en un
cambic en la. configuraciéﬁ de la molécula y asi hay en
consecuencia un cambio en la carga debido a que-se cubran o no

grupos ionizables.
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Para una mejor descripcidén de la meteodologia utilizada,

el procedimiento fué dividido en partes o pasos.

2.1 Preparacién del Sistema Buffer.

2.1.1 Bﬁffer del gel y elect_r'odos-.

El buffer utilizado tanto para los geles como
para los electrodos, consistid de Tris-glicina pH = 8.5, Su
preparacidén se realizd utilizando 30 g de Trisma base y 144 g
de Glicina diluida con agua destilada, para una cantidad total
de un litrco. Antes de ser utilizada esta soludién, se hacia
una dilucidn de 1:9 con agua destilada para la obtencién de un
buffer de pH = 8.5; el cual se utilizaba para la inmersidn de

los geles y para los electrodos durante las corridas.

2.1.2 Preparacioén del buffer de las

esterasas

En cuanto al sistema buffer para el revelado
de las enzimas, se realizd de acuerdo a Steiner y Joslyn
(1979}, se prepard un buffer a partir de Na,PO, A (fosfato de
sodic monobdsico) 0.2M, se pesd 13.2 g y se le adiciond agua
destilada'para un volumen total de 500 mi y pH = 4.4, Una
segunda solucidn se hizo a partir de Na,PO, B (fosfato de sodio
dibasico), agregando 26.81 g de Na,PO, B a 500 ml de agua
destilada para la obtencién de un pH = 8.7. Cada una de las

soluciones buffer fueron guardadas en envases O0ScCUros Yy
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almacenados en la refrigeradora a una temperatura aproximada

de 5 °C para su posterior uso.

2.2 Substratos de las Esterasas A Yy B

Para la preparacidn de lgs sustratos de las
esterasas A y B, sSe utilizé respectivamente 1.0 g de alfa
naftil acetato en 50 ml de acetona; vy 1.0 g de beta naftil
acetato en 25 ml de acetona y 25 ml de agua destilada. Ambas
soluciones fueron puestas cada una en envases osQirocs Yy
guardadas en el congelador, para mantenerlos a temperaturas

bajo cero; segin indicaciones de Steiner y Joslyn (Op. Cit.)

2.3 Preparacidn del Agar

El agar utilizado para cubrir el gel de celulosa
fijado en laminas de acetato durante el proceso de tincidn de
las esterasas, se prepar® con 3.6 g de agar grado bacterial en
250 ml de agua destilada, el cual fue calentado por dos a tres
minutos en un micro-onda y guardado en el refrigerador a

temperatura de aproximadamente 5°C para luego ser utilizado.

2.4 Instalacidn del Aparato de Electroforesis

El aparato de electrotoregis utilizadeo para 1la
realizacién de las corridas electroforéticas (Foto 1), consta
de tres camaras, dos camaras donde se encuentran los

electrodos que corren a lo large de las mismas y es donde Se
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deposita el buffer Tris-glicina pH = B8.5. En la tercera
cdmara central, eran colocadas dos segmentos de esponjas que
con anterioridad eran sumergidas en agua y metidas al

congelador para ser utilizada durante las corridas.

Antes de cada corrida electroforética, la
instalacién secuencial del aparato de electroforesis se
realizaba de la 'manera siguiente: Se conectaba la camara
electroforética a la fuente de poder, que previamente habia
side graduado al voltaje recomendado. Luego en el borde
interior de cada cémara donde se encuentran los electrodos se
colocaba un soporte, seguidamente se adicionaban a las camaras
el buffer Tris-glicina con pH = 8.5 hasta llegar al nivel
inferior de cada soporte; sobre los soportes eran colocadas
bandas de papel filtro que una vez humedecidas con el buffer
permitirian que las laminas de geles tuvieran un buen contacto
con los electrodog. Posteriormente, se colocaban en la camara
central las esponjas, que tenian la funcidn de mantener. una
temperatura adecuada durante las corridas. De esta forma el
aparato de electroforesis quedaba- instalado y 1listo para

iniciar las corridas electrcforéticas.

2.5 Preparacién de los Geles

Los geles de celulosa en laminas de acetato (Titan
III, Helena Laboratories), antes de lliegar a fijar las

muestras de mosquitos, eran puestas en una gradilla especial
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para éer sumergidas en un envase de 500 ml gque contenia el
buffer Tris-glicina pH = 8.5. Al ser sumergidas las laminas de
gel, se hacia lentamente para prevenir la formacién de
burbujas en los geles, dejéndose sumergida por aproximadamente

20 minutos antes de ser utilizadas (Foto 2).

2.6 Preparacién de las Muestras y Corrida
Electroforética

Las muestras de cada uno de los ﬁosquitos adultos
utilizados, eran uomogenizados en 25 pl de una solucién buffer
0.1M que contenia 10% de sucrosa y una pequefia cantidad de
azul de bromofenol;: todo este procedimiento era realizado
gobre una bandeja con hielo (Foto 3). Una vez homogenizadas
lag muestras, se extrafia de cada una de ellas 10 gL del
homogenado utilizando un "tips" para cada una de las muestras,
las muestras se colocaban en una gradilla especial con
capacidad para 12 muestras; en el iltimo espacio era puesto un
marcador (azul de bromofencl). Completada esta fase, se
sacaban las l&minas de gel de la solucidn de buffer y eran
puestas sobre papel filtro para quitarle el exceso de la
sélucién buffer; seguidamente con un aplicador las muestras
eran fijadas en los geles. Finalmente, los geles eran
colocados sobre los soportes de la cédmara de electroforesis,
con el lado donde eété el gel fijado hacia abajo y ubicando la
parte donde se hizo la aplicacién hacia el electrodo

{(negativo) para que las enzimas corrieran hacia el electrodo
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positivo. Las corridas eran efectuadas a temperatura ambiente

a 200 voltios y por 20 minutos (Fotos 4, 5 y 6).

2.7 Tincidn del Gel

Una vez completada cada corrida las lé&minas de gel
se colocaban en unas bandejag, con el lado en que se encuentra
fijado el gel hacia arriba. Para el revelado de las esterasas
A‘y B se siquié la siguiente metodologia: 1) para la tincién
de la esterasa A, en un pequefio vaso quimico plastico de 10 ml
se adicionaban 2 wml de Na,P0, A, 400 ul de Na,PO, B, 1.6 ml de
H,0 destilada, 100 pl del substrato de la.esterasa A «o-naftil
acetato y por Gltimo 0.0066 mg de Fast Blue RR Salt; 2) Para
la tincién de la esterasa B se adicionaban en otro vaso
quimico los mismos reactivos y cantidad antes mencionada; a
excepcidén de los 100 ul de o-naftil acetato que eran
reemplazados por el substrato de la esterasa B, el f-naftil

acetato, del que se agregaba también 100 xl (Foto 7).

Una vez realizada ripidamente esta fase, a cada una
de las soluciones finales .-se le adicionaba de manera rapida
también 2 ml de agar, que previamente habia sido calentado a
una temperatura promedio de 60 °C, y se agitaba la bandeja
para que la solucién se distribuyera de forma homogénea

sobrelos geles.

Completado este paso, la bandeja con les geles eran
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colocadas en un compartimento oscuro por un periodo de tiempo
de aproximadametne 45 min (Foto 8). Luego de reveladas las
enzimasg, los genes eran lavados con agua destilada y colocados
en una incubadora a 70 °C por aproximadamente 10 minutos. Una
vez secas las laminas de geles, eran guardadas para su
posterior lectura para determinar la movilidad electroforética
o Rf de las esterasas de cada una de las muestras en 1los

distintos geles utilizando un Vernier (Foto 9}.
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1. Patrones Eléctroforéticos de las Esterasas

Ay B.

Los patrones de bandas enzimidticas observadas en este
estudio, sobre los niveles de actividad de esterasas A y B
relacionados con la resistencia a compuestos organofosforados,
se cbtuvieron mediante el usc de técnicas eléctroforéticas con
geles de celulosa en laminas de acetato. Para la obtenciédn de
estos patrones ae esterasas, se utilizaron muestras de
pablaciones de mosquitos adultos de An. albimanus de las cepas
de Barranco Montafia y Puente Bayano. Mediante el uso de esta
técnica, lés esterasas se hicieron visibles inmediatamente
luego de ser tefiidos los geles, mostrando una clara y
congistente diferencia entre las intensidades de las bandas de
esteragas A y B; en presencia de alfa f beta naftil-acetato
que son utilizados como substratos debidoc a su elevada
actividad hidrolitica. Las esterasas de los especimenes
utilizados de las cepas de Barranco Montafla y Puente Bayano,
aparecieron en forma de bandas de color azul y rojo
respectivamente en el enzymograma. Las bandas azules son
conocidas como esterasa A, que son con preferencia
hidrolizadas por alfa naftil-acetato; y las bandas rojas
corresponden a la esterasas B, y gque son hidrolizadés con
preferencia por beta naftil-acetato. Lag bandas azules de
esteragsa A, corresponden a individuos susceptibies vy las

bandas rojas de esterasas B a mosquitos resistentes a
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compuestos organofosforados de acuerdo a la nomenclatura

adoptada por Georghiou y Pasteur (1978).

Para la determinacién de los niveles de esterasa Ay B se
utilizaron un total de 736 muestras de mosquitos de An.
albimanus, 2369 muestras de mosquitos adultos utilizados
procediana de la cepa de Bérranco Montafia y 367 especimenes

m&squitos adultos de la cepa de Puente Bayano.

2. Bfecto de 1la Edad en la Actividad de 1las
Esterasas.

Durante las pruebas bioquimicas se utilizaron muestras de
hémbras adultas de las dos cepas en este estudio, con un
tiempo de vida entre 3 y 10 dias de emergencia, mostrandose
una mayor intensidad de tincidn de las esterasas, que en las
bandas de mosquitos con un mayor periodo de tiempo de
emergencia. 8in embargo, se notd poca variacién en la
intensidad de tincidén en las bandas de esterasas de mosquitos
con mds de 10 dias de emergencia. Estos resultados tienen un
gignificado igual o similar a los obtenidos por Gargan y Barr
(1977), quienes encontraron poca variacién en la intensgidad de
tincién de las bandas utilizando mosquitos adultos entre 4 a
21 dias de emergencia; sin encontrar diferencias cualitativas
en el enzyﬁograma de adultos dé diferentes edades. Villani et
al. (1983), obtuvieron patrones de bandas de esterasas bien

definidas utilizando hembras adultas de mosquitos de Cx.
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pipiens de 2 a 10 dias de emergencia, éstos mismos resultados
fueron utilizados para" todo el estudic. Por su parte,
Georghicu y Pasteur (19%0), en estudios realizados sobre la
actividad de variacién de la esterasa B, en Cx.,
quinquefasciatus, manifiestan que entre los diversos factores
que pueden ser considerades en la declinacidn de la actividad
de la esterasa, es la edad de los mosquiteos adultos, en donde
el porcentaje de declinacidén de la cepa estudiada fue de
aproximadamente 7% por dia en mosquitos de 1 a 4 dias de edad,
y de 1% con mosquitos con més de 4 dias de edad hasta 20 dias
de emergencia. Por otro lado, Peires y Hemingway (1993},
hacen mencidén en sus pruebas electroforéticas para la
determinacidén de los niveles de actividad de las esterasas,
que todos los valores en sus estudios fueron obtenidos de
mbsquitos adultos de Cx. guinguefasciatus de un dia de
emergencia. Manifestando ademés, que factores ambientales
come los nutricionales o el' estado reproductivo, pueden
contribuir a la variacién de la actividad de las esterasas.
Mencionande ademds, que 1la magnitud del efecto del
comportamiento en la actividad enzimdtica es probable que sea
mayor en poblaciones de campo, que las que pertenecen a cepas

de laboratorioc.

3. Comportamiento de los Patrones de Esterasas.

La actividad registrada por las bandas de esterasas A y

B reveladas en los ensayos electroforéticos utilizando geles
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de_. celuiosa con muestras de mosquitos de An., albimanus de las
cepas de Barranco Montafia y Puente Bayano, de forma general
llegaron a meostrar una c¢lara definicidén de las bandas
enzimaticas, sin embargo, en cuanto al comportamiento de la
intensidad de tincidn de las diferentes bandas de esterasas A
y B en los distintos geles con las muestras de mosquitos
uﬁ'ilizadas, se llegt a observar diferencias en las
inténsidades de lés bandas de esterasas en un mismo gel, y de
un gel a otro. También se observaron variaciones en los
patrones de esterasas A y B entre las cepas utilizadas, en

cuanto a su movilidad electroforética o Rf ge refiere.

3.1 Patrones de Esterasa A.

3.1.1 Cepa Barranco Momntaiia

Utilizando muestras de hembras adultas de An.
albimanus de 3 a 10 dias de emergencia de la cepé de Barranco
Montafia, se llegaron a realizar un total de 17 pruebas o
corridas electroforéticas, usando 187 especimenes, de los
cuales se llegar.on a revelar un total de 185 bandas de
es‘terasas luego de haber incubado los geles en presencia de
alfa naftil-acetate en un compartimiento oscuro . por
aproximadamente 45 minutos. El comportamiento o variabilidad
en la intensidad de tincién de las bandas de esterasas A
observadas individualmente en ¢ada uno de los geles en la cepa
de Barranco Montafia, fue visible en las bandas enzimdticas

reveladas en todos los dgeles, a través de una tincidn
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predominantemente fuerte de color azul en los patrones de
esteragas de las bandas 1, 8, 9, 10 y 11; indicando de esta
manera una elevada actividad de esterasa Al; ellas registraron
una movilidad relétiva o Rf promedio de 0.95, 0.92, 0.91, 0.91
y 0.91, respectivamente. Por su parte las bandas de esterasasS
que revelaron una moderada tincidn con respecto a las
anteriores bandas mencionadas, fueron lag bandas 2; 3, 4y6,
con una actividad intermedia de estefasa Al; promediocs de
0.55, 0.94, 0.94 y 0.92, respectivamente. Por dltimo, las
bandas de esterasa Al en que se observd una baja intensidad de
tincién con respecto a los dos grupos anteriores, fueron las
bandas 5 y 7, registrandc bajos niveles de actividad de
esterasa Al; con Rf promedios de 0.93 en ambas bandas

enzimaticasg.

La banda de esterasa que més ripidamente
migré, le fue asignade el valor de REf = 100, y tenia la misma
movilidad que el marcader azul de bromofenol (Foto No. 10).
En tanto que la grifica No. 1 muestra el comportamiento de los
patrones de esterasa Al en la cepa de Barranco Montafia,
considerandc los Rf y la variabilidad de las intensidades de

tincidn de las bandas enzimaticas.

3.1.2 Cepa Puente Bayano.

Con las muestras de hembras adultas de An.

albimanus de Puente Bayano con un periodo de emergencia de 3
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a 10 dias, se llegaron a realizar un total de 17
electroforegramas cen gus respectivas geles de celulosa; con
este total de geleg se evaluaron 187 muestras de mosquitos,
que dieron como resultado un total de 183 bandas de esterasa
A reveladas. El comportamientc de las bandas enzimiticas
registrado en las bandas de esterasa Al, permitidé a observar
una fuerte intensidad de tincién de las bandas 1, 2, 2, 10 ¥y
11; siendo éstas bandas las que registraron el mayor nivel de
actividad de la esterassa Al en la cepa de Puente Bayano. En
cada una de estas bandas se registré una wmovilidad
electroforética promedio de 0.96, 0.96, 0.93, 0.92 y 0,92,
respectivamente. En tanto que las bandas en las cuales se
observ® una moderada tincidén con respecto a las anteriores
fueron las bandas 3, 4, 6 y 8 con una actifidad enzimiatica
intermedia de esterasa Al, y con registro de Rf de 0.96, 0.94,
0.94 y 0.93, respectivamente. Finalmente, las bandas de
esterasas que mogtraron baja intensidad de tineidn, con su
correspondiente baja actividad de esterasa Al, fueron las
bandas 5 v 7; con Rf de 0.95 y 0.94 respectivamente. La Foto
No.11l muestra la distribucidén e intensidad de las bandas de
esterasa A en la cepa de Puente Bayano. En la grafica No. 2,
se obgserva lag -variaciones en el compor;amiento de los
patrones de la esterasa Al en la cepa de Puente Bayano, Y
muestra las bandas con una fuerte, intermedia y baja actividad

de los niveleg de esterasa.
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3.2 Patrones de Esterasa B.

3.2.1 Cepa Barranco Montafia.

En lo referente al comportamiento de las
bandas de esterasa B, utilizando muestras de hembras adultas
de An. albimanus con un-tiempo de emergencia de 3 a 10 dias de
la cepa de Barranco Montaﬁa{ se llegaron a correr unm total de
17 pruebas electroforéticas con la cantidad de 187 mosquitos;
de este total se llegaron a revelar un total de 185 bandas de
esterasa B. La variabilidad registrada en las intensidades de
tincién en los patrones enzimiticos en las diferentes muestras
de mosquitos, mostraron que las bandas 2, 6, 10 y 11 una
fuerte intensidad de tincidén con su correspondiente alta
actividad de esterasa Bl; registrande una movilidad
electroforética o Rf de 0.97, 0.95, 0.93 vy 0.93,
respectivamente. Las bandas en que se llegd a observar una
moderada intensidad de tincién, y a su wvez una actividad
intermedia de la esterasa Bl, con respecto a los grupos
anteriores, fuer&n las bandas 1, 3, 8 y 9, ¢ue tuvieron una
mo&ilidad electroforética de 0.97, 0.87, 0.94 y 0.94,
respectivamente. Por 1iltimo, las bandas en las cuales esta
enzima mostrd una baja intensidad en la tinecién con respecto
a los dos grupos anteriores de bandas, y los mids bajos niveles
de actividad de la esterasa Bl, fuéron las béndas 4, 5 vy 7;
giendo la movilidad electroforética de cada una de ellas de
0.96, 0.96 vy 0.95, respectivamente'(Foto No. 12). Por su

parte en la grdfica No. 3 se observa los patrones enzimaticos
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regisﬁ}ados por la esterasa B en la cepa de Barranco Montafia.

3.2.2 Cepa Puente Bayano

El comportamiento de los patrones de
es;erasas, utilizando muestrag de hembras de An. albimanus de
la cepa de Puente Bayano, con las cuales se llegaron a
realizar un total de 17 electroforegramas, usando un total de
187 mosquitos individuales, y de las cuales se llegaron a
revelar un total de 184 bandas de esterasa B. Las bandas de
esteragas mostraron una fuerte intensidad de tincién en casi
todos los gelés. Luego de someter a los geles a un proceso
de revelado, las bandas en que se observd una mayor
intensidad de tinéidn, fueron las 5, 9, 10 y 11; indicando asi
altos niveles de actividad de la esterasa Bl. Estas bandas
llegaron a registrar una movilidad electroforética de 0.95,
0.93, 0.92 y 0.92, respectivamente. Por otro lado, las bandas
en las cuales se cobservd una moderada intensidad de tincidn
con respecto a las bandas anteriormente mencicnadas, fueron
las bandas 2, 3, 4, 6 y 8; registrande de esta forma una
actividad intermedia de la esterasa Bl. En estas bandas se
obtuvo un Rf de 0.97, 0.96, 0:96, 0.95 y 0.94 para cada una de
ellas, respectivamente. Finalmente, en las bandas en las
cuales se pudo observar una baja intensidad de tincidn, con
respecto a los dog grupos anteg mencionados, y con una baja
actividad de esterasa Bl, fueron las bandas 1 ¥y 7. Estas dog

bandas tuvieron una movilidad relativa de 0.97 y 0.94,
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regpectivamente (Foto No. 13}. En la gréfica No. 4, se
observa el comportamientco mostrado por la esterasa B en la

cepa de Puente Bayano.

4. Niveles de Actividad de las Esterasas A y B.

Los resultados obtenidos en este estudio a través de las
pruebas bioquimicas para la determinacién de los niveles de
actividad de las esterasas A y B asociadas con la resistencia
de mosquitos a ingecticidas organofosforados, utilizando para
esta investigacién hembras adulta de An. albimanus de las
cepas de Barranco Montafia y Puente Bayano. La actividad
general de las esterasas ge determind mediante el registro de
lags diferencias observadas en los patrones de las bandas
enzimaticas, con respecto a las variaciones de las
intensidades de tincién de cada una de las bandas de esterasas
en los distintos geles de celulosa. Los patrones de las
bandas de esterasas, fueron analizados de forma individual en
cada una de las muestras de mosguitos de An. albimanus, para
asi llegar a conocer los niveles de actividad general de las
esterasas A y B en las dos cepas de mosquitos utilizados en

este estudio.

4.1 Actividad de la Esgsterasa A

Considerando los resultados obtenide en nuestra
investigacién, podemos manifestar que de acuerdo a la

interpretacién de las observaciones realizadas en los patrones
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de egterasa A, en relacidén a las intensidades de tincidén de
lags bandas enzimdticas @de las cepas de Barranco Montafia y
Puente Bayano asociadag con mosquitos egusceptibles a
compuestos organcfosforados; ambas cepas mostraron un
comportamiento casi similar en los niveles de actividad
geheral de la bandas de esterasa en cada uno de los geles.
Segin los resultados anteriormente descritosg, con respecto a
log patrones enzimiticos de la esterasa A, en las dos cepas de
mosquitos de An. albimanus, en la cual no se llegd a observar
una fuerte intensidad de tincién en todas las bandas de
esterasas en cada uno de log geles. Observandose en ambas
cepag golo cinco bandas fuertemente tefiidas, Iindicando
elevadﬁs niveles de actividad de la esterasa A, en tanto que
se observé una actividad intermedia de acuerdo a la intensidad
de tincién en cuatro bandas enzimiticas; y una baja actividad

de la esterasa A en dos bandas en cada una de las cepas.

Con esteos resultados obtenidos en los patrones de la
esterasa A, de acuerdé a las intensidades de tincién de las
bandag enzimiticas, hemos llegado a determinar qﬁe ambas cepas
de‘ An. albimanus existe una relativa sensibilidad a
ingecticidag organofosforados, en este caso especificamente al

fenitrotidn.

Log resultados obtenidos en esta investigacidn hacen

meritoric considerar, en relacidn a la variacién observada en
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la actividad general de las esterasas, los estudios realizados
con esterasas por Georghiou y Pasteur (1578), elios tomando en
cuenta la existgncia de diferencias extremas en el grado de la
intensidad de tincién de las bandas enziméticas, dividieron la
esterasa B en dos grupos: la esterasa Bl, con una actividad
extremadamente alta, y ia esterasa B2, con una baja actividad.
En Cx. pipiens, llegaron a demostrar dque existen tres
esterasas codificadasg en el locug, la Est-1, Est-2 y Est-3; y
que esta codificacidén es encontrada de igual forma en las
esterasas de tipo A y B. De acuerdo a este planteamiento y a
log resultados obtenidos en esta investigacidén, el tipo de
esterasas revelado en las dos cepas de. An. albimanus,
congiderande la intensidad de tincién de las bandas
enzimidticag, corresponde a la esterasa Al; llegandose también:
a registrar en este estudic la Est-2 y Est-3, En cuanto al
decrecimiento de la actividad de la esterasa A en este estudio
en distintog geles, de acuerdo a Georghiou y Pasteur (1981),
indican que eato puede ser explicado por la competencia entre
los fosgforotiocatos (P=8) y el alfa naftil-acetato. Sin
embargo, los fosfatos (p=0) , pueden llegar a inhibir la
actividad de las esterasas directamente, y gue segin ellas,
lag oxidadas de funcidn mixta {OFM) se encuentran
indudablemente en el homogenado de las muestras. En las
diferencias observadas en los geles, en relacién a la
movilidad electroforética registrada por los distintos frentes

de las bandas enzimiticas (Reeg et al. (1585), manifiesta que
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egtas variaciones pueden llegar a ser atribuidas a diferencias
polimérficas y no a diferencias cobservadas en la intensidad de
tincién y que esto se debe a las esterasas asociadas con la

registencia a insecticidas organofosforados.

En relacién a los mecanismos involucrados 'en la
resistencia de los ingsectos a insecticidas organéfosforados,
indudablemente las egterasas tienen un rol -importante en el
desarrollo de la resistencia, ello se ha visto reflejado en
egte trabajo en las intensidades de tincién de bandas
enzimé&ticas, que reflejan los niveles de actividad de las
esterasas con respecto a los insecticidas organofosforados.
De acuerdo a la OMS (1986}, se expresa gue se ha demostrado de
forma muy clara que el cambio del punto de accién, es una de
las causas de 1la resistencia a 1log inhibidores de 1a
colinesterasa. En estos casos ge- produce una
acetilcolinesterasa mutante o modificada en su estructura que
los insecticidas inhiben més lentamente que la enzima normal
de las cepas susceptibles. Por lo general, este fendmeno da
resistencia a un gran nimero de compuestos, aunque el factor
de insensibilidad (velocidad e inhibicién en las cepas
susceptibles con relacién a las cepas susceptibles), dependera

también de la sustancia y su estructura gquimica.

Scott y Georghiou (1986), reportaron que la cepas de

An. stephensi resistentes al malatidén, presentaban una alta
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actividad de hidroclasas que no s8e registraba en las cepas
sugceptibles; y que tampoco llegaban a presentdr una alta
hidrolizacidén de naftil-acetato. En adicién, la ausencia del
incremento 'generétl de 1la actividad de 1las esterasas, de
acuerdo a tales estudics, solo pueden indicar la completa
ausencia de resistencia en una peblacidén de campo, lo que
puede dar a entender que otros mecanismos no relacionados con
egte tipo de resistencia pueden estar presentes. Considerando
1o anteriormente citado, se manifiesta que no solo las
esterasas llegan a estar envuéltas en la resistencia de
mosquitos vectores a insecticidas organofosforados, y que la
baja actividad de esterasa A en las dos cepas de An. albimanus
determinada en este estudio, solo llega a reflejar uno de los
mecanismos de resistencia de este vector a los insecticidas
organofosforados, por lo que es necesario la realizacién de
otros estudios bioquimicos y metabdlicos que permitan conocer
la existencié. de cotros mecanismos de resistencia en estas dos

cepas de An. albimanus.

4.2 Actividad de la Esterasa B
De acuerdc a los resultados obtenidos en 108 ensayos
bioguimicos, mediante la interpretacidn de los patrones de
esterasa B, en relacidén a l.a;a diferencias observadas en la
intensidad de tincién de las bandas enzimiticas ascciadas con
la actividad general de las est_eréisas, se puede manifestar que

las cepas de Barranco Montafia y Puente Bayano llegaron a



100
mostrar poca diferencia en cuanto.a los niveles de actividad
de la esterasa Bl, registrindose actividad tambi&n de la Est-2
vy Est-3. La actividad mostrada por la esterasa B, puede ser
atribuida a la habilidad de este tipo de esterasas de
hidrolizar um gran nfimero de substratos de compuestos
organofosforados resistentes, que en mosquitos susceptibles no
llegan a estar presentes, y donde é&stos mismos caracteres
mostrados por la esterasa B, en lo referente a la esterasa 3,

puede correspcnder a las diferencias de las formas alélicas

Teniendo en cuenta los resultados de las pruebas
electroforéticas con la esterasa B, de acuerdo a la
variabilidad mostrada en las intenéidades de tincioén
reveladas, que indican la actividad general de las esterasas,
se puede llegar a manifestar que en las dos cepas de mosquitos
An. albimanus, se llegd solamente a mostrar una fuerte
intensidad de tincidn en cuatro bandas, con su correspondiente
elevada actividad de esterasa en ambas cepas. Con una
actividad intermedia de intensidad de tincidn en cuatro bandas
en la cepa de Barranco Montafia y cinco bandas en la cepa de
Puente Bavyano, Y registrandose una baja actividad de las
esterasas de acuerde a las intensidades de 'tinci6n, en tres
bandas en la cepa de Barranco Montafia y en dos bandas en la

cepa de Puente Bayano.

Con estos resultados obtenidos en esta investigacidn
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con lo que respecta a la esterasa B; que esta directamente
relacionada con la regigtencia a compuestos organofosforados,
indican gque la registencia en las dos cepas estudiadas no es
significativa .de acuerdo a la interpretacidén de las
intensidades de tincidn mostrada por los patrones de esterasa.
La relativa actividad de la esterasa B, mostrada en las cepas
de Barranco Montafia y Puente Bayano, puede ser interpretada
como una resistencla intermedia. De acuerdo a Narang (1981)
en estudios realizados con la hexoguinasa-1 en An. albimanus,
gquien indica que la inherencia de los patrones y la estructura
de la hexoquinasa en el An. albimanus, presenta algunas
similitudes en las diferencias observadas en estudios
similares en otras especies de mosquitos. Considerando los
niveles de ﬁctividad de la esterasa Bl mostrada en nuestro
estudio, 'y tomando en cuenta los estudios realizados por
Curtis y Pasteur (1981), que hacen una misma interpretacidn de
los resultados obtenidos en esta investigacidn; en sus
trabajos con Cx. pipiens con esterasas[‘ indican gue 1la
resistencia intermedia en la cepa de Colombo no puede ser
satisfactoriamente explicada por la baja frecuencia en los
genes resisténtes. La diferencdia y menor actividad de los
gehes registentes probablemente existen o se debe a una
cerrada homocigosis en la poblacidén, y esto sugiere que el
mecanismo que induce a un incremento en la actividad de las
egterasas es liberado cominmente . en las especies ¥y

presumiblemente, apatrece én diferentes lugares
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independientemente. Ello indica también que la resistencia
intermedia no es una resistencia natural geogrifica, sino que

es el resultados de la seleccidn, debido al uso de

ingecticidas organofosforados por mds de 20 afios.

Es importante wmanifestar y dejar claramente
entendido que existen diversos mecanismos de resistencia que
pueden ser utilizados por los insectos al verse scometidos a
una presién selectiva por el uso de insecticidas. Con
respecto a los niveles de_actividad de las esterasas y otros
factores relacionados a la resistencia, Villani et al, (1983),
indica que en ciertocs casos donde los altos niveles de
resistencia a organcfosforados se debe al incremento de las
esferasas, v gque esto se ha atribuido al incremento de
sintesis enzimdtica, como el resultados de la amplificacidn y
reduplicacién de genes de esterasas. De acuerdo a esos
estudios, también se manifiesta que los altos niveles de
esterasas por 81 solos no llegan a ser un factor de
resistencia, que hay que tomar en cuenta otros factores
involucrados en la resistencia, como la aceleracidn del
metabolisme del agente téxico por medio de las oxidasas de
funcifén mixta (OFM), transferasas de glutatidén dependiente,
reduccidn de susceptibilidad en el sitio de accién, escasa
penetracién en el gitieo active, y la penetracién que es otro
mecanismo, aunque menos importante. Por tiltimo, se indica que

en individuos con estos y otros tipos de resistencia no pueden
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ser detectados mediante el andlisis de esterasas. Por su
parte, Hemingway et al. (1987), expresan en sus trabajos gque
los pesticidas utilizados en agricuitura que estén envueltos
en la seleccifn de resistencia, los insectos solo pﬁeden
llegar a utilizar los factoreas de oxidadas y esterasas, como
mecﬁnismos de resistencia; y que juntos producen un espectro

de resistencia muy similar.

Segiin Prabhaker et al. (1987), de acuerdo a estudios
muy similares al presente, manifiesta que las esterasas A3 y
B3 presentan respectivamente propiedades bioquimicas muy
similares a aquellas que pregentan altas actividades de
esterasas, como lo son la Al y Bl, que son las responsables de
la resistencia a insecticidas organcfoaforados en mosquitos
del complejo Cx. pipiens. Donde ellos indican gque en
recientes pruebas realizadas con esterasas Al y Bl
parcialmente purificadas, el resultado de la actividad de las
dos esterasas fue de 70 y S00 veces en un inéremento de su

produccidén respectivamente, en mosquitos resistentes.

En trabajos de investigacién realizados por
Hemingway et al. (1989), sobre los mecanismos de resistencia
en Ae. aegypti con compuestos organofosforados y carbamatos,
se manifiesta que el fenitroxén producido es un potente
inhibidor de la actividad de la ‘acetilcolinesterasa, y que

resultados similares de patrones de inhibicidn de 1la
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acetilcolinesterasa solo estin presentes en cepas registentes
y susceptibles, de acuerdoc a estos resultados, se indica que
las oxidasas no estln envueltas en la resistencia observada.
En estudios similéres llevadeos a cabe por Dary et al. (19%0),
exﬁresa que la ausencia en el incrementc general de 1la
actividad de la esterasas, no necesariamente llegue a indicar
que las esterasas estén ausentes. En sus estudios se llegd a
demostrar con una cepa resistente de An. stephensi al malatidn
que existia una alta actividad de hidrolasas, que no se
llegaba a registrar en las cepas susceptibles; peroc que estas
mismas cepas no presentaban una alta actividad de hidréiisis
de'naftil-acetato. Por tal motivo, se manifiesta que esto
puede llegar a tener su origen en la presencia de otros tipoa
de mecanismos de resgistencia. En trabajos realizados por
Bisset Bt al. (1990), relacionados con las esterasas y la
correlacidn de la resistencia de ingecticidas organcfosforados
como el malatiénlcon una elevada actividad de esterasas en
.cepas de Cx. guingquefasciatus, sugiere que la esterasa
envuelta es la carboxisterasa. Indicando ademds que los
estudios metabdlicos necesitan demostrar si la resistencia al
malatién es debido a la hidrdligis del enlace de carboxilester

o al desdoblamiente del insecticida por las esterasas.

De acuerdo a Ferrari y Georghiou (1990), el hecho
que las cepas de mosquitos que presentan una relativa alta

actividad de niveles de resistencia, ez debido a una relacidén
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proporcional a los cambios en la actividad de las esterasas,
que es un resultado directamente proﬁorcicnal al cambio en los
niveles de resistencia. Por otro lado, Peires y Hemingway
(1993), en estudios realizados con dos cepas de Cx.
quingquefasciatus, la " Pel-RR (resistente) y 1la Pel-SS
(susceptible), sobre la caracterizacién e inhibicién de los
niveles de esterasas con los ingecticidas fenitrotidn vy
malatidén, manifiestan que a diferencia del malatidn una o
ambas esterasas A2 y B2, tienen la capacidad de metabolizar el

fenitrotidén.

Por medic de la realizacidén del presente estudio,
con mosquitos An. albimanus de las cepas de Barranco Montafia
y Puente Bayano, utilizadas para determinar los niveles de
actividad de esterasas relacionados con la resistencia a
insecticidas organofosforados, se ha podide confirmar que la
actividad de la esterasa B, es la responsable de la variacién
total de las esterasas en relacidn a la diferenciacidn de
poblaciones de mosquitos susceptibles vy resistentes.
Considerando los resultados obtenidos en esta investigacién,
se puede manifestar que deSido a ia relativa influencia de las
cuatro bandas de esterasas que fueron observadas fuertemente
tefildas en las cepas de Barranco Montafia y Puente Bayano,
determinan la existencia de una resistencia intermedia en

ambas cepas. Donde los incrementos observados en los niveles

de actividad de la esterasa, es el resultado directc de altos
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niveles de eaterasa Bl en las cuatro bandas enzimiticas, eatas
estan claramente asociadas a un incremento de la habilidad de
sobrevivencia de 1los mosguitos a las aplicaciones o
tratamientos con ingecticidas. Sin embargo, tampoco se puede
descartar, otros posibles mecanismos .adicionales de

resistencia,.

5. Comportamiento del Locus de Esterasa A y B.

Para llegar a determinar las frecuencias alé&licas o
genotipicas de las poblaciones de An. albimanus en este
estudio, el andlisis se realizdé en base a un solo locus,
corresgpondiente al locus de esterasa, el cual fué analizado en
lag cuatro muesgtras de las poblaciones utilizadas {(Cuadro I al
IV} ; las cuales corresponden a las poblaciones de mosquitos de
Barranco Montafia A y Puente Bayano A, lcon un total de
especimenes por cada una de las poblaciones de 185 y 183
respectivamente;’y las poblaciones de Barranco Montafia B ¥y
Puente Bayano B, con un total de individuos por poblacién de
185 y 184, respectivamente. Con un nGmerc maximo de alelos
por locus de esterasa de tres. La mayor frecuencia alélica
regigtrada en el locus de estefasa, en lag cuatro muestras de
poblaciones de mosgquitos de An. albimanus (Cuadro V}, fué el
alelo BB (Cuadro VI&. De acuerdo a estos resultados, en las
cuatro muestras se registrd un similar comportamiento derla
frecuencias alélicas; lo cuél guiere decir gque ambas cepas

presentan caracteres dJenéticos similares en cuante a la
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manifestacién de su comportamiento de susceptibilidad o
resistencia debido a la presién selectiva de los insecticidas

organcfosforados.

Segin Storder (1976), las difergncias biogquimicas
existentes entre la esterasa A (usando alfa naftil-acetato) y
esterasa B (usando beta naftil-acetato)}, congiderando ademas,
que en cada individuo no hay mis que dos esterdsas de cada
tipo, donde siempre se han observade, puede ser interpretado
dentro de las diferencias genéticas. Por su parte, Gargan y
Barr (1977}, indican que en todos los mosquitos donde 1las
esterasas han sido estudiadas, los alelos han sido codominante
Y autosomal; enqge ellos: Ae. aegypti,; An. albimanus; An.
puﬁctipennis; An. stephensi; An., atroparvus y Cx. pipiens.
Refiriéndose a este hecho, Georghiou y Pasteur (1978), dicen
que los dos genes de esterasa confieren diferentes propiedades
bioquimicas, y que debido a este hecho se espera que el
egpectro de la resistencia se presente de acuerdo al gen o
genes envueltos. Del mismo modo Georghiou (1980}, enuncia que
la tasa de desarrollo de la resistencia es extremadamente
variable é influenciada por diferentes fa&tores, entre ellos
los genéticos, qué llegan a determinar la frecuencia de los
aleles R, nimeroc de alelos R, interaccidén de alelos R,
integracién de alelos R con factores de consecuencia y presidn
selectiva con otros quimicos. Con base a las enunciaciones

antes expuestas, se puede expresar que las dos cepas de An.
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albimanus utilizadas en esta investigacién para determinar a
través de los niveles de actividad general de las esterasas A
y B, el comportamiento de la susceptibilidad y/o resistencia,
tienen inequivocamente una connotacidén genética; y que es
consecuencia de la seleccidn ejercida por los insecticidas
organofosforados; que influyen de manera distinta en la
seleccién de genes que permiten la sobrevivencia de los
mosquitos al ser tratades con insecticidas. Sin embargo, hay
que considerar que el grado de seleccidén de génes resistentes
y su reflejo en el nivel 'de resistencia encontrado en un
momento dado en una poblacién de mosquitos, dependerd del
grado de evolucién de los genes resistentes, gque son
consecuencia de la presidén selectiva ejercida durante un
periodo de tiempo prolongado; sin llegar a descartar otros
factores que llegan a contrarrestar la resistencia, como es la

migracién de poblaciones susceptibles.

En este estudio, para determinar las frecuencias
alélicas o genotipicas en las dos cepas de An. albimanus
utilizadas, se calculd en base al nimero de individuos de cada
una de las poblaciones, asumiendo que las poblaciones se
encontraban en equilibrio genético segin la Ley de Hardy y
Weinberg. Bisset et al. (1990), en estudios similares a este,
indican que las frecuencias de 16s genes para los genotipos
susceptibles y resistentes fue calculado a partir del nfimero

de individuos homocigotos susceptibles asumiendo que la
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poblacién estan en equilibrio, seg(in la Ley de Hardy-Weinberg.
La Ley de Hardy-Weinberg es utilizada para predecir bajo
ciertas condiciones, las frecuencias genotipicas que pueden
presentarse en el locus, y fueron formulados en 1908 por G.H.
Hardy y W. Weinberg. Hoenigsber (1992), refiriéndose a lo que
establece la Ley de Hardy-Weinberg, indica que bajo ciertas
condiciones las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen
constantes en una poblacién de generacién en generacién. Los
genes y genotipos bajo esta condicién, asi como los caracteres

que ellos determinan, se dice que estdn en equilibrio.

De acuerdo a los principios gue enuncia la Ley de
Hardy-Weinberg, el sometimiento de las poblaciones de An.
albimanus a esta prueba para determinar las frecuencias
génicas y genotipicas de las cepas de Barranco Montaila y
Puente Bayano asociadas con la actividad de la esterasa A,
dieron como resultado que el locus de esterasa A no estaban en
equilibio genético en las dos cepas de An. albimanus,
considerando 1los principios de la Ley de Hardy-Weinberg
(Cuadros VII y VIII). Este resultado es reflejado por el
valor Chi-cuadrado, ya que el valor cbtenido en la pruebka en
cada una de las dos poblaciones es diferente al valor real de
acuerdo a la tabla de Chi-Cuadrado; que es consecuencia de las
diferencias existentes de las frecuencias alélicas o génicas

del locus de esterasa A.
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Interpretando los resultados obtenidos de la prueba

de Hardy-Weinberg, y considerando también el comportamiento de
los patrones de esterasas, y las intensidades de tincidn de
las bandas enzimdticas, se puede decir gque existe una
correspondencia en cada uno de estos resultados, esto
significa que 1la susceptibilidad del An. albimanus a
insecticidas organofosforados (fenitrotidén) en las dos cepas
estudiadas no estéd totalmente establecida, debido a que existe
un comportamiento variable en el grado de susceptibilidad; y
que genéticamente queda establecida de acuerdo a las
expresiones de las frecuencias alélicas o dgenotipicas del

locus de esterasas.

En cuanto a la determinacién del comportamiento de
las frecuencias génicas y genotipicas de las cepas de An.
albimanus de Barranco Montafia y Puente Bayano, utilizadas para
conocer el nivel de actividad general de la esgterasa B,
considerando del mismo modo las frecuencias observadas y
esperadas para el locus de esterasa, de acuerdo a los
resultados obtenidoé al someter ambas poblaciones a la prueba
de Hardy-Weinberg, estos indican que el locus de ester:asa B,
no esté en equilibrio genético (Cuadros IX y X). Al igual que
lo ocurridoe conl ellhlocus de esterasa A, existe diferencia
entre las frecuencias obgervada y la frecuencia esperada; Y
del mismo modo el valor de Chi-Cuadrado para el locus de

esterasa B obtenido en la prueba es diferente al valor real
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Cit.) exponen la hipétesis de que un gen unico controla los
niveles elevados de esterasas, Yy que de 1los individuos
heterocigotos se puede esperar que haya una similar actividad
de patrones de registencia, dependiendo si los genes de

resistencia son recesivos, dominantes o semidominantes.

En cuanto al comportamiento genético de 1la
resistencia o susceptibilidad en poblaciones de Cx. pipiens
estudiadas por Rivet y Pasteur (1993), expresan que los
cambios en la frecuencia de los genes puede tener uno o varios
origenes; «que involucra a cuatro factores: mutacién,
seleccidn, migracidn o flujo genético. En donde ellos
encuentran razonable‘deéestimar la hip&tesis de mutacidn en
las poblaciones de mosquito luego de haber realizado una gran
cantidad de observaciones; entre las principales estan: 1) que
la mutacién permite el aumento de genes resistentes gque son
extremadamente raros; y, 2) se sabe que la resistencia
permanece estable en cepas homocigotas de laboratorio; lo que
indica gue las mutaciones reversibles son improbables. Ademds
de que el flujo genético es también improbable gue haya tenido
un mayor impacto en la poblacidn de mosquitéa, especialmente
en las variaciones ocgrridas en-los meses en:qﬁe la poblacién
eg muy abundante. Manifestando finalmente, que las
variaciones obsgervadas en 15 frecuencia de genes resistentes
son prcbablemeﬁte el resultadolde la seleccidn o migracidn, o

una interaccidn de ambas.
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Los patrones de esterasas A y B en la dos cepas de An.
albimanus procedentes de Barranco Montafia en la provincia
de Bocas del Toro y Puente Bayano en la provincia de
Panamé, se revelaron inmediatamente luego de ser tefiidos
los geles, mostrando una clara y consistente diferencia
entre las intensidades de tincidén de las esterasas en

presencia de alfa y beta naftil acetato.

En las pruebas bioquimicas en las cuales se utilizaron
hembras adultas de An., albimanus de 3 a 10 dias de
emergencia, mostraron una mayor intensidad de tincidn de
las esterasas que en las muestras de mis de 21 dias de

energencia,

La movilidad electroforética o Rf mostrada por las
esterasas A y B en las dog cepas de An. albimanus de
Barrance Montafia y Puente Bayano utilizadas en este
estudio, no.llegaron a tener diferencias significativas

en casi todos 'los geles.

En las pruebas bioquimicas con la esterasé A realizadas
con la cepa de Barranco Montafia, se 1legd a observar una
fuerte tincién con alta actividad de esterasa, en cinco
bandas, ﬁna activid&d-ihtermedia en cuatro bandas y una

baja actividad en dos bandas de esterasas.
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La cepa de Puente Bayano en los patrones de esterasa 4
mostrd una fuerte tincidn con alta actividad de egterasa,
en cince bandas, una actividad intermedia en cuatro

bancas y una baja actividad en dos bandas de esterasa.

Segiin los patrones de esterasa B, en la cepa de Barranco
Montafia se observd altos niveles de esterasa en cuatro
bandas, con una actividad intermedia en cuatro bandas ¥y

una baja actividad de esterasa en tres bandas.

En las bandas reveladas de esterasa B en la cepa de
Puente Bayano, se registrd una alta actividad de esterasa
en cuatro bandas, una actividad intermedia en cinco
bandas de esterasa y una baja actividad en dos bandas

enzimiticas.

La variacidén observada en los niveles de actividad dq la
esterasa B en la cepa de Ba:;ranco Montafia y Puente
Bayano, puede ser atribuida a la habilidad de la esterasa
B de hidrolizar un gran nfimero de substratos de
compuestos organcfosforados que no estin presentes en

mosquitos susceptibles y a las - diferencias de. formas

alélicas.
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Los patrones de esterasa A y B de las cepas de Barranco
Montafia y Puente Bayano, no llegaron a mostrar
diferencias significativas en la actividad general de los

niveles de esterasas.

‘A través de este estudio, que de acuerdo a la actividad

de la esterasa A, se ha determinado gue las dos cepas de

- An. albimanus evaluados poseen una relativa sensitividad

a insecticidas organofosforados.

La resistencia del An. albimanus en las dos cepas
estudiadas no es sigﬁificativa, de acuerdo a los niveles
de actividad de la esterasa B registradas en los patrones
enzimiticos, por 1o que se reveld una resistencia

intermedia en las poblaciones evaluadas.

Las dos cepas de An. albimanus registraron una igual
expresién de las frecuencias alélicas, por lo cual ambas
poblaciones presentan caracteres genéticos similares en
cuanto a la manifestacidn de  su comportamiento de
susceptibilidad o resisteﬁcia debido a la presifén

selectiva ejercida por los insecticidas organofosforados.



RECOMENDACIONES



118

Los resultados obtenidos en este estudio, mediante la
utilizacién de técnicas electroforéticas para la
determinacién de los niveles de esterasas asociadas con
la resistencia de mosquitos é insecticidas
organofoaforados, permitird a la Divisidn de Contrel de
Vectores, considerar y poner en prictica estrategias en

cuanto al uso de insecticidas por medic de la deteccidn

_temprana de la resistencia mediante el usc de esta

técnica bioquimica; también permitird tener asi una
relacién adecuada entre coste y beneficio en las medidas

de control de vectores.

Es impeortante realizar mds estudios similares al
presente, gue permitan establecer el comportamiento de la
susceptibilidad del An. albimanus en las difereéntes
regiones del pais donde se aplican medidas de control

mediante el usc de insecticidas organofosforados.

Es necesario ampliar los estudios para conocer ademds de
loz niveles de actividad de las esterasas relacionadas
con la registencia del An. albimaﬁus‘ a compuestos
organcfosforados, mediante estuaios metabdlicos, cuaies
son log principales metabolitos relacioﬁados con la

resiztencid al fenitrotidn en esta especie de mosquito.
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Se recomienda el uso de esta técnica bioguimica de
determinacién de los niveles de esterasas asociados con
la resistencia a insecticidas organofosforados, para el
seguimiento de la resistencia en los programas de control
'de vectores del SNEM, asi como el establecimiento de esta

técnica en el SNEM/MINSA.
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APENDICE B



Cuadro |
Alelos de estorasa A reglstrados en las pruebas bioquimicas
con Anopheles albimanus de la cepa de Barranco Montaha

imero de alelos en el locus de la esterasa

Ensayo AA AB AC BB e =
1 3 1 0 4 0 3
2 2 | 0 3 ] 5
3 3 2 0 3 o s
4 2 2 0 3 o )
5 3 2 0 2 3 s
6 2 1 i 5 3 )
9 2 2 i 4 ; ]
1 2 ! 0 3 3 2
1 ! ! 1 4 2 2
12 2 1 1 o 3 3
13 3 1 0 2 3 )
14 1 2 0 o > "
15 3 1 0 3 ] »
b 3 ! 0 3 1 3
- coze : < -
TOTAL 40 24 5 a8 - "
TOTAL DE MUESTRAS: 184
UNIVERSIDAD DE PANAMA

BIBLIOTECA



Cuadro i

Alelos de esterasa A registrados en las pruebas bioquimicas
con Anopheles albimanus de la cepa de Puente Bayano

Nuamero de alelos en el locus de la esterasa A

Ensayo AA AB AC BB BC oC
1 3 1 1 5 0 1
2 3 0 0 4 2 2
3 3 1 0 2 2 3
4 2 5 0 2 0 2
5 1 2 0 3 3 2
6 2 2 1 3 1 2
7 2 1 1 3 0 3
8 2 2 0 3 3 1
g 2 4 0 2 0 3
10 3 1 0 2 2 3
11 3 3 0 2 2 1
12 3 1 0 3 3 1
13 3 2 1 2 1 2
14 3 2 0 3 0 2
15 3 1 o 3 0 3
16 3 1 0 4 1 2
0 3 1 2

TOTAL 44 30 4 49 21 35

TOTAL DE MUESTRAS: 183



Cuadro Ill

Alelos de esterasa B registrados en las pruebas bioquimicas
con Anopheles albimanus de la cepa de Barranco Montafia

Numero de alelos en el locus de la esterasa A

Ensayo AA AB AC BB BC cC
1 3 2 0 2 2 2

2 3 2 0 3 2 1

3 2 0 0 3 4 2

4 2 1 1 4 1 2

5 3 1 0 2 2 3

6 2 2 0 3 0 4

7 3 1 1 3 0 3

8 2 1 0 2 2 3

9 2 1 0 2 3 2
10 3 1 0 3 2 2
11 2 1 0 3 1 4
12 3 3 0 3 0 2
13 3 1 0 3 0 4
14 3 1 0 3 2 2
15 3 1 1 3 0 3
16 1 1 1 4 2 2
17 2 2 0 2 2 3
TOTAL . 42 22 4 48 25 44

TOTAL DE MUESTRAS: 185



Cuadro IV

Alelos de esterasa B registrados en las pruebas bioquimicas
con Anopheles albimanus de la cepa de Puente Bayano

No. de Ndmero de alelos en el locus de la esterasa A
Ensayo AA ‘AB AC BB BC cc
1 3 1 0 3 1 3
2 2 2 0 3 1 2
3 4 1 0 3 1 2
4 3 1 1 3 1 2
5 3 2 0 2 1 3
] 2 2 0 3 1 3
7 3 1 0. 3 1 3
8 3 2 0 2 1 3
9 2 2 0 2 3 2
10 2 2 0 2 3 2
11 2 2 1 3 1 2
12 2 2 1 3 1 2
13 3 B | 0 2 1 3
14 2 1 0 2 2 3
15 3 2 0 3 1 2
16 3 1 0 4 0 3
17 3 2 0 3 0 3
TOTAL 45 27 3 46 20 13

TOTAL DE MUESTRAS: 184



CUADRO V

POBLACIONES DE Anopheles albimanus (Diptera: Culicidae)
SOMETIDAS A LA PRUEBA DE
HARDY - WEINBERG

POPLACION NO.DE . NOMBRE DE
ORIGINAL POBLACION POBLACION
OTU1 _ 1 Barranco Montafia A
OTU2 2 Puente Bayano A
OTU3 3 | Barranco Montafia B
OTU4 4 Puente Bayano B




CUADRO VI

FRECUENCIAS ALELICAS EN LAS POBLACIONES
DE Anopheles albimanus (Diptera: Culicidae) SOMETIDAS A
LA PRUEBA DE HARDY - WEINBERG

POBLACION

1 2 3 4

N)
A 296 333 297 326
B 394 407 .392 378

310 260 311 296




CUADRO VII

PRUEBA DE CHI-CUADRADO PARA DETERMINAR LA
DESVIACION DE EQUILIBRIO GENETICO
DE HARDY-WEINBERG

POBLACION: BARRANCO MONTANA A (N°1)

A-A 40 16.038
A-B 24 43.065
A-C ] 33.858
B-B 48 28.447
B-C 25 45.041
C-C 42 17.550
125.2535 3 .000




CUADRO VIII

PRUEBA DE CHI-CUADRADO PARA DETERMINAR LA
DESVIACION DE EQUILIBRIO GENETICO
DE HARDY-WEINBERG

EN LA POBLACION: PUENTE BAYANO A (N°2)

A-A 44 20.222
A-B 30 49.803
A-C 4 31.753
B-B 49 30.208
BC 21 38.7¢81
cC 35 12.233
122.306 3 .000




CUADRO IX

PRUEBA DE CHI-CUADRADO PARA DETERMINAR LA
DESVIACION DE EQUILIBRIO GENETICO
DE HARDY-WEINBERG

EN LA POBLACION: BARRANCO MONTANA B (N°3)

. AA 42 16.247
AB 22 43.225
AC 4 34.282
B-B 49 28.293
B-C 25 45.190
cC 43 17.764

' 138.020 3 .000




CUADRO X

PRUEBA DE CHI-CUADRADO PARA DETERMINAR LA

DESVIACION DE EQUILIBRIO GENETICO
DE HARDY-WEINBERG

EN LA POBLACION: PUENTE BAYANO B (N°4)

A-A
A-B
AC
B-B
B-C
cC

45
27

46
20

43

19.455
45.450
35.640
26.134
41.283
16.038

142.324

3

.000
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CUADRO |

VARIACION DEL COMPORTAMIENTO DE MOSQUITOS
ANOFELINOS EN RELACION CON EL EFECTO DE LOS
INSECTICIDAS Y LA RESISTENCIA QUE PROVOCAN

Efectos de la aplicacion de Insecticidas

Comportamiento ‘Favorables Desfavorables
Comportamiento fenotipico -
Irritabilidad al Ddty a los Desviacién a la alimentacién al Repelencia después de la
piretroides aire libre sobre animales y/o hacia alimentacidn  conduncente a
ambientes hostiles al aire libre, reducida absorcién de insecticidas
por ejemplo, A. culicifacies en y a descanso en  medios
partes mds secas de la India ambientales favorables al aire

Cambios en la tendencia a la
picadura causada por el contacto
conel DDT

Comportamiento genotipico
Variacidn entre especies en
comportamiento natural de
descanso y alimentacidn en
viviendas

Variacién entre las especies en
comportamiento  natural &

descanso y alimentacidn en
viviendas
Cambios en irritabilidad

Reduccién de) tiempo de descanso
en viviendas rociadas o sin rociar

Efectos en el comportamiento &
los genes de resistencia

Tendencia a la picadura demorada,
por ejemplo, A. atroparves, A.
messeae y otros en la URSS

Antropofilia con endofilia, por
ejemplo, A. funestus Zoofilia con
exofilia, por ejemplo, A.
nigerrimus y A. hyrcanus

Monoformismo en el
comportamiento ¢& descanso ¥
alimentacién, por ejemplo, A.
culicifacies en Sri Lanka y A.
gambiae en las regiones costeras
de la Rep. Unida de Tanzania

Irritabilidad excesiva, por
ejemplo, A. pseudopunctipennis
en México

libre, por ejemplo, A. culicifacies
en zonas forestales de 1a India.
Tendencia a la  picadura
acrecentada, por ejemplo, A.
sacharovi en la URSS

Antopofilia con exofilia, por

ejemplo, complejo de A.
balabacensis y A. farauti
Poliformismo en el

comportamierto de descanse ¥
alimentacién, por ejemple, A.
balabacensis s.1. en Sabah y A.
gambiae en Nigeria

Poca irritabilidad conduncente a Ja
picadura en viviendas rociadas, por
ejemplo, A, sacharovi resisienie
al DDT en la URSS

Resistencia real del
comportamiento como resultado
e 1a presin de seleccitn de los
insecticidas, por ejemplo, A.
sundaicus  en  Indonesia, A.
pulcherrimus en Tadzhikistin, y
A, minimus en Tallandia y
Birmania

Comportamiento  anomal e
enjambre conducente al
aparcamiento  variado, por

ejemplo, A. stephensi resistente a
la dieldrina.

Cuadro de acuerdo a la OMS 1986
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CUADRO VI

FACTORES CONOCIDOS O SUGERIDOS QUE INFLUYEN
EN LA SELECCION DE RESISTENCIA A LOS PLAGUICIDAS
EN LAS POBLACIONES DEL CAMPO

A. Genéticos.

Frecuencia de los alelos R.

Niimero de Alelos R.

Dominancia de akelos R.

Penetracion; expresividad; interacci6n entre alelos R.

Seleccidn pasada por otros productos quimicos

Grado de integracion del genoma R con los factores de disposicién
(idoneidad, oportunidad)

AP —

B. Bioldgicos
a. Biftico

1. Renovacitn de la generacién
2. Progenie por generaci6n
3. Monogamia / peligamia, partenogenesis

b. Comportamiento

1. Aislamiento; movilidad; migraci6n
2. Monofagia / polifagia
3. Sobrevivencia fortuita; refugio

C. Operacional
a. Quimica

1. Naturaleza quimica del plaguicida
2. Relacidn con sustancias quimicas usadas anteriormente
3. Persistencia de residuos; formulacién

b. Aplicacitn

Umbral de aplicacién

Umbral de seleccitn

Etapa (s) de vida seleccionada
Modo de aplicaci6n

Seleccifin de espacio limite
Seleccién altema

ARl &

De acuerde a Georghlon, G.P. (1980)



CUADRO VII

CONSUMO' DE DIELDRINA DURANTE LOS PRIMEROS ANOS
POR EL SERVICIO NACIONAL DE ERRADICACION DE LA MALARIA
CONTRA YECTORES ANAFELINOS
(1957-1961)

CONCEPTO 1ANO 1TANO M1 ANO 1V ARO
N* Localidades Terminadas 7.961 7,996 7,311 7,569
N* Casas totalmente rociadas 155,966 154,638 131,270 159,902
N* Rociadas con Dieldrina 9,873 10,639 6,470 15,274
100%
N* Rociadas con Dieldrina 146,093 143,999 128,800 144,628
50%
N° Casas total y parcialm. 155,966 154,638 131,270 159,902
rociadas
N°® Casas no rociadas 5,690 8,371 9,093 10,754
N* No rociables 643 2,247 1.825 1,222
N°® Renuentes 155 267 330 1,697
N® Carradas 4,892 5,857 6,738 7.835
Dieldrina grado técnico (Kg.) 120.0 1,402.0 892.9 2,2209
Dieldrina 50% (Kg.) 34,7720 42,6649 31,428.7 40,243.2

RENDIMIENTO

CONCEPTO 1ANO 11ANO I ANO 1V ANO
Casas por rociador - dia © 6,67 6.92 7.30 6.70
Grms. Dieldrin 100% por 119.20 146.95 126.50 139.70
casa
N* habitantes direct,. 724,381 739,061 562,495 699,860
protegidos

Este cuadro registra las actividades de rociado iniciados el 19/VIII/57 (I ciclo), hasta el

31/X11/61 (IV ciclo)
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CUADRO IX

Malatién con “C metabolizado por las cepas Pel RR y Pel SS
de Sri Lanka de Culex quinquefasciatus luego de 6 horas de
incubacion del homogenado de los mosquitos con 2 nmoles de
malatiéon a 28 °C segin Peiris y Hemingway, 1993.

COMPUESTO PORCENTAJE DE "C Recobrado
( SE)
Pel SS Pel RR
Malatién 9295+2 9214+ 14
Metabolitos
Malaoxén 064102 0.52 0.1
Malatién monoécido 1.35£0.3 26704
Malatién didcido 0.67 £ 0.09 - 0.59 + 0.1

Pl_'oductos de oxidacién 239205 239+ 0.2



CUADRO X

Fenitrotién con “C metabolizado por las cepas Pel RR y Pel
SS de Sri Lanka de Culex quinquefasciatus luego de 6 horas
de incubacién del homogenado de los mosquitos con 2 nmoles
de fenitrotion a 28 °C segilin Peiris y Hemingway, 1993

COMPUESTO PORCENTAIJE DE "C Recobrado
(% SE)
Pel SS Pel RR

Fenitrotién 92.08 £4.2 3268 £2.6
Metabolitos
3-metil-4-nitrofenol 08+04 56+1.0
Desmetil fenitrotion 03+0.1 0.4+0.1
Desmetil fenitroaxon 0.3x0.1 0.4 £0.08
Carboxifenitrotién 0.1+£0.01 4.0%0.6
Carboxifenitrooxon 0.1 £0.04 0.2 £0.04
3-carboxi-4-nitrofenol 0.1 £0.02 0.1 £0.01
Hidroximetil fenitrotién 0.2 +£0.1 0.2 £0.05
Hidroximetil fenitrooxon 0.2 £0.08 0.3 £ 0.02
Fenitrooxon 0.7+0.1 0.1 + 0.02
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APENDICE G



Fotg N° 1. Aparato de electroforesis utilizado en los
ensayos bioguimicos para determinar los niWveleq de
esterasas A y B.



Foto N° 2. Inmercién de los geles de celulosa en el
buffer Tris-glicina pH=8.5



Foto N° 3. Homogenacién de las muestras de Anopheles
albimanus en solucién .buffer 0.1 M; con 10% de sucrosa y
azul, de bromofenol. .



Foto N° 4. Colocacidn de los homogenados de An. albimanus
en gradilla especial para luego ser fijadcs en los geles.



Foto N° 5. Fijacién de los homogenades de An. albimanus
en los geles de celulosa.



Foto N° 6. Colocacidén de los geles de celulosa en el
aparatc de electroforesis.



Foto N°* 7. Adicidén de los substratos de las esterasas A
vy B, v el tinte Fast Blue RR Salt en los geles.



Foto N° 8. Adicidn del agar a los geles de celulosa para
la fijacidn de la tincidn de las bandas de esterasas.



Foto N° 9. Medicidén de la movilidad electroforética de
las bandas de esterasas con un Vernier para determinar los
Rf de cada banda.
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Foto N°10 Patrones enzimiticos de la esterasa A en
muestras de Anopheles albimanus de la cepa de Barranco
Montafia.
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Foto N°l11l Patrones enzimdticos de la esterasa A en
muestras de Anopheles albimanus de la c¢epa de Puente
Bayano. .
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E‘Foto N°12 Patrones enzimaticos de la esterasa B en
muestras de Anopheles albimanus de la cepa de Barranco
Montafia.
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