UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MHJH?*W"D HHON
FAGCULTAD DE CHENCGIAS BIOLOCH

B *»«;s )

POR:
GUADALUPE DEL CARMEN

e

s

;thsa ls;sﬁ(ﬁ

f‘\‘ fs// }*6

4 o
= By T b 'y,
(f(i}!lrz SN

{“m ; TR
i n;n»a,m'fii._?’ = .,g_}(!\_,;,{—__

Can Nive
AR TGO




TD
Z5320




NATACRAIOE

0000000000



[ 7070%

o - Jyfw of

»

L

ey

(YCqd 3



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

i A

SLIEXRTIA
SATLRAR T

DOSIS DIAGNOSTICO Y ENSAYOS BIOQUIMICOS PARA MONITOREO DE
RESISTENCIA EN POBLACIONES DEL MOSQUITO Aedes aegypti (L.) DE
CINCO ESTADOS DEL NORTE DE MEXICO.

Por

GUADALUPE DEL CARMEN REYES SOLIS

Como requisito parcial para obtener el Grado de )
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS con acentnacion en ENTOMOLOGIA

MEDICA

San Nicolas de los Garza, N.L. Diciembre, 2007



DOSIS DIAGNOSTICO Y ENSAYOS BIOQUIMICOS PARA MONITOREQ DE
RESISTENCIA EN POBLACIONES DEL MOSQUITO Aedes aegypti (L.) DE

CINCO ESTADOS DEL NORTE DE MEXICO

Comité de Tésis

Director: Dra/A/driana Elizabeth Flores Suarez

7

L

. - .
Secretario: Dr.'Gustavo Ponce Garcia

Vocal: Dr, Ildefor’so Fernandez Salas

Vocal: Dr. Rail Torres Zapata

Vocal: Dr. Roberto Mercado Hernandez



TABLA DE CONTENIDO

Seccidn Pagina
INDICE DE FIGURAS.........ccceen. ruesessrosentrmsersensraneaatsshstR IR R A S s Pn e RR R R AR R R R viii
INDICE DE TABLAS....cvveererreccitississssssnssisssoressinmmtsssssassanssssesassnssaranssstsssessanssssseppsssrnsse X
AGRADECIMIENTOS ...oovrvereremmivsssssrsssmmssssssssnssnssnsesssssssssessisstsssssnssssnionssanassnasmnsssssssss Xxiv
DEDICATORIA c..oooeeirrrererererreanenmmotssssssssmsssmsssssssnsensassssnsssssnsessatessststssansnssrasssasnansantsss Xv
RESUMEN.....cccceiurnmncasinses . teemiesesseseesemasstteaSaIIE ISR bO bR RE b s an R nEnae xvii
ABSTRACT ...cittiiririceseessenessmmssssssssnsisssassestssssasrsantosssssssns raassasest sssssesssesss st ane st dssaassoess xviii
INTRODUCCION ....ccconnreremmrcse TP ROPPROOIt 1
HIPOTESIS ....eeruveee. euseseussst e sRR RS S RSO RR RRS R AR BRSO R R AR RSReR SRS AR 2
OBJTETIVOS ... iiieoeerrisessesseraestisssssssormissossesssesasassass ssstssssrarstsssessatansasststassatsarsssnsssnasassssas 3
ANTECEDENTES ... voresieiirererrssssssssssssacsssssssanssnmnssssssassessasssnssssasassssrssssstsssnasssssnssstssssss 4
4.1. Aedes aegypfi (LiINNaeus, 1762} .........coovvvieiiiiii it 4
4.1.1. Clasificacion SIStEIMALICA. ........ccovvvrircioceis e 6
B.1.2. Cielo de VAAA ..ot et e 7
I U8 TR 5 €0 T3 2 1 OO DO OO O U PP PP PPN IS 7
B.1.2.2. AT VA oottt eveeeaetscevaas e ee setassae s s bE s ms e e ean e e s e s ey e e eSS R 8
B.0.2.3. PUPA ..ottt ntenss et s b 9
4.1.2.4. AAUIOS ..ooooiiirieee e e e eeteree et s 10
4.2.2. Biorritmo de picadura ... 12
4.2.3. Ciclo OMOIOTICO ..o.eeveniieiriinee ettt 13
4.2.4. Métodos para estimar la densidad de vectores y sn importancia para el
Bty IR1 o) OO U PP PP PRI SSPPREIERR 13
4.2. Enfermedades transmitidas por Ae. @egypri ......coocoveenriiiiiiinenine 14
4.2.1. Dengue y fiebre hemorragica de dengue..........cooooviiinniiinnn 14
4.2.1.1. Historia de la enfermedad del dengue...............ooovviciiniininne 17
4.2.1.2. Incidencia de dengue y fiebre hemorragica de dengue a nivel mundial
en 108 TIIHIIMOS AROS.....ovveereeireeirere ettt sa b b 18
4.2.1.3. Incidencia de dengue y fiebre hemorragica del dengue en México ... 19
4.2.1.4. EStAtus € VACUDIA ...ccuviiieeeeercereeccaesiniirieesssssssinassns s smnserssiasssnsans 20
4.2.1.5. Mosquito tigre asiatico Aedes albopictus ... e, 20
4.3.1. Fiebre amarilla ............ccoooirriiiniiir e s 21
4.3.1.1. Estatus de VACUMA .........oeeiiciiiiriiiiin it crae e s s s asa s 22

e



4.3.2. Virus de ChinKuRGUNYA.......c.ooviiiireniiiirinmssnn s 22

4.3.2.1. EStatus de VACUIA ......cc.ceeeeteosiiimimnrsnnrestosssnsisssis tonsnassansssssssnassns e 23
4.4. Erradicacion, un paradigma. ... 23
5.1, PEAGURCHIARAS .....coeceiitiirenecieiesee et b s 24
5.1.1, Organoclorados ........coeerreeeerrntist s e 25
5.1.2. OrganofosfAOS .....ceeirririereciieiee st s 25
5. 1.3, CArDAIMALOS . ..o icviisreectcreesieeeemee s s arraes shae s b e s as e e ndase aE e s s s be e e e g s et 25
.14, PIPetlFOIAeS ..ccvveeceeeiivreneeerecsrasmninnissaess e bes s s e e s mee et 26
5.1.4.1. Resistencia a piretroides ... 28
5.1.5. Plaguicidas €0 MEXIC0. ....ormmririneimnciine e e 29
5.2, Resistencia a plaguicidas ... 31
5.2.1. Concepto de FeSiStenCia........oviermeenr et 31
5.2.2. Resistencia cruzada y resistencia multiple...........coooiiiininnn 32
5.2.3. Mecanismos de resistencia.. etetemeatir e es et s aenenesaerereresressenan 33
5.2.3.1. Mecanismos de resmtenua metabohcos ceeeevenrennernessaesenseesensesinsans 3%
5.2.3.2. Citocromo P450 monooxigenasas (P450) ............................................. 34
5.2.3.3. Esterasas no eSpecificas .........ccociiiimmmneniic 35
5.2.3.4. Glutation s-transferasas .......cceoveiviimiminne e 36
5.2.3.5. Insensibilidad en el sitio de accion............c.oo e 36
5.3. Monitoreo, deteccion y manejo de resistencia ... 39
5.3.1. Técnicas de deteccion y monitoreo de resistencia ... 40
5.3.1.1. MEt0doS eSANTATES ......coooveeiiirieeeriiec st 40
5.3.1.2. Métodos teNtativVos ....cccceveveieiinrinitresnrnnesss e an et 41
5.3.1.3. Otros MATOA0S ... ccimeeiieiirieemeresteerasmmmnstarssa s e et e n s et s 42
5.3.1.4. BIOGIISAY0S ..ccmcreeeecnririririn e s e nsae s s b e 42
5.3.1.5. Dosis diagnéstico (concentracion) para monitorear resistencia
Bty ot VT OO U POV P UO PP TSI PP E 43
5.3.1.5.1. Técnica de la WHO (1981} ..o 43
5.3.1.5.2. Bioensayo CDC (1998) ..o 45
5.3.1.2. Técnicas bioquimicas para deteccion de resistencia .........ccooeeeeenens 46
5.3.1.2.1. Ensayo para acetilcolinesterasa alterada ..o 47
5.3.1.2.2. Ensayo para actividad elevada de esterasas ............c...ccveccenen. 47
5.3.1.2.3. Ensayos para actividad elevada de glutation s-transferasa ........ 48
5.3.1.2.4. Ensayos para citocromo P450 monooxigenasas (P450s).............. 49
5.3.1.2.5. Comparacion entre bioensayos y ensayos con microplacas ........ 49
6. METODIOS couveeeeeeresserisessssssssssssssnsessrsissssasssssssssssssssasmssss asassssssas sasasssmsssrssssessasssnass 50
6.1, Area (e ESUATO0 .......vvvuervoreeaeeerrerrsereressssisissasssn s res s sb e s 50
6.1.1. Estado de Baja California NOFte... ..o 50
6.1.2. Estado de Baja California Sur ... 51
6.1.3. Estado de COaUIla .......c.ov.ocveeeceuerseresrenene s sersessessesssasssssssnssssssessssssssasesns 92
6.1.4. Estado de SOMOTA ...covvivureeeeeinr it cenaeiisssaemsersssaa st st 53
6.1.5. Estado de Tamaulipas. ..ot 54



6.2, Metodologia ... e e 55

6.2.1. Obtencion y manejo de material biolégico............ccoooveimiiinicnienn, 35
6.2.2, Mantenimiento y cria de mosquitos adultos ... TR 55
6.2.3. Determinacion de dosis diagnostico (DD) en larvas y adultos. ................. 56
0.2.4. BIOGRSAYOS ...t ieeeeciieereeestsee e ereraee b ettt s b s senn b nnee e P
6.2.5. Analisis BIoQUIMECO ....covvericiviriiiiin et e e 57
6.2.5.1. Enzayos enzimaticos de a ¥ f-esterasas...............ccoceviiiiiineciiiinnenn. 58
6.2.5.2. Enzayos enzimaticos de oxidasas ... 58
6.2.5.3. Enzayos enzimaticos de glutation s-transferasa.............ccc.o...... e 538
6.2.5.4. Enzayos enzimaticos de acetilcolinesterasa ................ccveveiniiiin 59
6.2.5.5. Enzayos enzimaticos de acetilcolinesterasa insensible........................ 59
6.2.6. Analisis de resultados............covriiircconeri i 59
RESULTADOS...... e sevemrsaessessinnnas Getasaserentestsnetasae bt s annseshnanes 62
7.1, Dosis diagnoéstico para los estados de Baja California Norte y Sur, Coahuila,
Sonora y TamatliPas. .......cccveiiiivreee e iirr s e et s s rr e e e e s ba e e emn e e 62
7.2. Actividad enzimética y umbral de tolerancia.............ccoooooiiiiic 63
7.3. Anilisis y comparaciones de los resultados enzimaticos obtenidos entre las
poblaciones estudiadas. ..ot s 66
7.3.1. Comparacion de a esterasas entre los individuos que sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Nortey Sur. ... 66
7.3.2. Comparacion de a esterasas entre los individuos que no sobrevivieron de
las poblaciones de los estados de Baja California Nortey Sur. ..o 67
7.3.3. Comparacion de P esterasas entre los individuos que sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur. ... 67
7.3.4. Comparacion de P esterasas entre los individuos gue no sobrevivieron de
las poblaciones de los estados de Baja California Nortey Sur. .................... 67
7.3.5. Comparacion de oxidasas entre los individuos que sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Nortey Sur. ... 68
7.3.6. Comparacion de oxidasas entre los individuos que no sobrevivieron de las
poblaciones de los estados de Baja California Nortey Sur. ... 68

7.3.7. Comparaciéon de glutation s-tranferasa entre los individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.
................................................................................................................................... 68
7.3.8. Comparacion de glutation s-tranferasa entre los individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.
................................................................................................................................... 69
7.3.9. Comparacién de acetiicolinesterasa entre los individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.
................................................................................................................................... 69
7.3.10. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos que no
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur.
................................................................................................................................... 69



7.3.11. Comparacioén de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos que
sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y Sur,

. 69
7 3 12 Comparacnon de acetllcolmesterasa msensnble entre los mdmduos que
no sobrevivieron de las poblaciones de los estados de Baja California Norte y

b 11 PO OO U OO PSSO SPRUR R 70
7.3.13. Comparacién de o esterasas entre los individuos de la poblacién del
estado de Coahuila. . .70
7.3.14. Comparacmn de B esterasas entre los mdwuduos de la poblaclon del
estado de Coahuila. ... 71
7.3.14. Comparacion de oxidasas entre los individuos de la poblacion del estado
de Coahuila. ...t e e 71
7.3.15. Comparacion de glutation s-transferasa entre los individuos de la
poblacion del estado de Coahuila. ..............cccooiiic i 71
7.3.16. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de la poblacion
del estado de Coahuila. ..........oooiiii e 72
7.3.17. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de la
poblacion del estado de Coahuila. ... 72
7.3.18. Comparacion de ¢ esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de SONOTA. ..........ceeeeviiiiiciiicee e 77
7.3.19. Comparacién de a esterasas entre los individuos de las poblaciones que
no sobrevivieron del estado de Sonora. ... 77
7.3.20. Comparacion de f esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Sonora. ... 77
7.3.21. Cemparacion de B esterasas entre los individuos de las poblaciones que
no sobrevivieron del estado de SONOra. ......c....ccoviiiviicini e, 77
7.3.22. Comparacion de oxidasas entre los individuos de las poblaciones gque
sobrevivieron del estado de Sonora. ... 78
7.3.23. Comparacion de oxidasas entre los individuos de las poblaciones que no
sobrevivieron del estado de Sonora. ... 78
7.3.24. Comparacion de glutation s-transferasa entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora. ..........coovieiiiniiiinnin e 78
7.3.24. Comparacion de glutation s-transferasa entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora. ... 79
7.3.25. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora. ..o 79
7.3.26. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las.
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Sonora............ccooceeiiiin 79
7.3.27. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora. ..., 80
7.3.28. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones gue no sobrevivieron del estado de Sonora. ... 80
7.3.29. Comparacion de o esterasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Tamaulipas. ..............ooovveiiiiiviiiinnc s 80
7.3.30. Comparacion de a esterasas entre los individuos de las poblaciones que
no sobrevivieron del estado de Tamaulipas. ...............cooeoiiiieiiiiinnneciiecinnennn, - 80

vi



7.3.31. Comparacion de f§§ esterasas entre los individuos de las poblaciones que

sobrevivieron del estado de Tamaulipas. ..o, 81
7.3.32. Comparacion de B esterasas entre los individuos de las poblaciones que
no sobrevivieron del estado de Tamanlipas. ..o 81
7.3.33. Comparacién de oxidasas entre los individuos de las poblaciones que
sobrevivieron del estado de Tamaulipas. .............. . 81
7.3.34. Comparacion de oxidasas entre los mdmduos de Ias poblacmnes que no
sobrevivieron del estado de Tamaulipas. ................. .82
7.3.35. Comparacién de glutation S-transferasa entre IOS mdlwduos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Sonora. ..........cccovvviveniiicnninnen. 82
7.3.36. Comparacion de glutation s-transferasa entre los individuos de las
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Sonora..........co.c 82
7.3.37. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Tamaulipas. ............................... 82
7.3.38. Comparacion de acetilcolinesterasa entre los individuos de las
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Tamaulipas............................. 83
7.3.39. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que sobrevivieron del estado de Tamaulipas. ... 83
7.3.40. Comparacion de acetilcolinesterasa insensible entre los individuos de las
poblaciones que no sobrevivieron del estado de Tamanulipas.............................. 83
DISCUSION ..vvvnsiiseerniens LreeeeshenEaser eI b e AR AR A SRR ERe AR SO PR AR OB SRR Re A b aSOeRR TSRS SR H S b b 87
CONCLUSIONES.....ciiirmacssisstsssanisssensnsasaine S vensseesessaniassaterens 91
APENDICES.....ciitirientintinmamesisasse ansssssssissssnsssstsceeosssssrsnseesssssssnssasass smasasasnssstnasssess asnens 923
LITERATURA CITADA ......ooreririnmniisniiimetssismsimnsssssssnsessessesmesisssssarssessessssisases 137
RESUMEN BIOGRAFICO .............. vevareseses S Nehrsreeseatranssesaesanara s sesanenrsasennasats 146

X
v



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
Figura 1. Distribucion mundial de vectores del dengue. ........cuuvimrcnsiescnicecrserinnnnasssenes 4
Figura 2. Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ....ccveeermmressorcarmasssriosnnsns Crsrenserrasennins venamavarens 6
Figura 3. a. Huevo de Ae. aegypti; b. llantas en vulcanizadora; c. floreros. ............... 7
Figura 4. a. Larva de Ae. aegypti; b. tazéon de ceramica con larvas; c. larvas
alimentandose a diferentes alturas de la columna de agua. .....cccourmeeverrnrcccnsivenens 9
Figura 5. a. Pupa de Ae. aegypti; b. pupa de mosquito donde se sefialan partes del
CUETPO0. concererssssansssnssessssnssssssnssssnesonssnnssstsssessmsssssssisaisonsssssanssssss itissesoressasanssensssnmsssssssnse 9
Figura 6. a. Escamas en forma de lira en el mesonoto de Ae. aegypti; b. hembra
adulta de Ae. aegypti; c. macho adulto de Ae. aegypti.....coeveciniinisnccsascreicrnsssasen 11
Figura 7 . Distribucién mundial del virus de dengue en 2006........cocceviviincnnrvirannnnne 14
Figura 8. Ciclo de transmision de dengue. ......comrvceencerniensesinmrrsissmsenesscsssssnacssssens I5

Figura 9. Historia filogenético del virus dengue. El subtipo se muestra cerca del
grupo relevante y los estimados de edad de los mas recientes antecesores

comunes se muestran por las llaves (con intervalos en las paréntesis). ............. 16
Figura 10. Distribucion del virus de dengue epn el Hemisferio Americano................. 18
Figura 11. Distribucién del virus dengue en Africa, Asia, Europa y Oceania........... 19
Figura 12. Distribucion mundial del virus de la fiebre amarilla en 2605. ................. 22
Figura 13. Distribucion de casos del virus de Chikungunya en 2006.........ccereervruninens 23
Figura 14. Formula de ADDOt.......voiiirissinnnessssiinscnsiisenncsssssenssasssssnssaseoses 45

Figura 15. Mapa del estado de Baja California Norte que muestra Ias localidades de
Tecatey Tijuana en donde fueron colectadas las poblaciones de Ae. aegypfi... 50
Figura 16. Mapa del estado de Baja California Sur que muestra las localidades de
Comondd (Ciudad Constitucion) y Loreto en donde se colectaron las
poblaciones de e, Gegypli. c....ieieissrsnesnisnsnnnisssanrsansenies . Vrssrsasressssnnsaeataares 51
Figura 17. Mapa del estado de Coahuila que muestra la localidad Torreon en donde
se colectaron las poblaciones de Ae. @EGYPLL. ...uuuereeemiriirisveriiisnssssecnnssessarsmrsnessens 52
Figura 18, Mapa del estado de Sonora que muestra las localidades de Hermosillo y
Sonoita en donde se colectaron las poblaciones de Ae. aggypfi. ....coneeervisvenacnnns 53
Figura 19. Mapa del estado de Tamaulipas que muestra las localidades de Reynosa,
Matamoros y Nuevo Laredo en donde se colectaron las poblaciones de Ae.
aegypli. ..... SeesetmesuesnerEII T Lt e e aten RO PR TS e R bePH e e R e ee S bO O IR R A S E S e Au R ARt ot 54
Figura 20. Floreros de cementerlos y llantas de una vulcanizadora. ....cueeeeeeveannee. 55
Figura 21. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Baja California Norte en estudio y la cepa New
Orleans obtenidas en los ensayos BIOqUimMICOS. ..rennicniiinvciensiiinroneenne. 74

viii



Figura 22. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Baja California Norte en estudio y la cepa New
Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos. ................ theeerstsrenannsesetnseres essaens 74

Figura 23. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Baja California Sur en estudio y la cepa New Orleans
obtenidas en 10s enSayos bIoQUIMICOS. ..eiceveecvssssenrnscssisrmesesssnsnsinccsssessneranens 75

Figura 24. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Baja California Sur en estudio y la cepa New Orleans
obtenidas en los ensayos bioquimicos............. R bevarsaeanes asrameceres prorresbesassaenss 75

Figura 25. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones de los estados de Coahuila comparados con la poblacion de
Monterrey y la cepa New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos. ........ 76

Figura 26. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ade. aegypti que no
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permeirina de las
poblaciones de los estados de Coabuila comparados con la poblacion de
Monterrey y la cepa New Orleans obtenidas en los ensayos bioquimicos. ........ 76

Figura 27. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ade. aegypti que
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Sonora comparados la cepa New Orleans obtenidas
en los ensayos bioquimicos. .. PSS ran Yt NSRS E S n e r 44T ann e b5 s ara L e baben 85

Figura 28. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de Ias
poblaciones del estado de Sonora comparados la cepa New Orleans obtenidas
en 10S ensayos BioqUINIICOS. cu.iimeeiiiiniricsecssssossesscerisanes Nareraseesnssestessnstssesesasisass .. 85

Figura 29. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypti que no
sobrevivieron a [a exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Tamaulipas comparados la cepa New Orleans
obtenidas en los ensayos bioquUimicos. ....iimmeecissnrnroesariisnssnnces corsrssannassiaraserurens 86

Figura 30. Valores de absorbancia de hembras adultas de Ae. aegypfi que no
sobrevivieron a la exposicion de la DD del insecticida permetrina de las
poblaciones del estado de Tamaulipas comparados la cepa New Orleans
obtenidas en los ensayos bioquimicos......c.ee.... P— R 86




INDICE DE TABLAS
Tabla Pagina

Tabla 1. Mutaciones genéticas asociadas con enzimas y receptores que pueden dar
como resultado diferentes tipos de resistencia. .......ccoeeiiiciniinececisrsecsnssenenrnees 34
Tabla 2. Comparacion entre las técnicas de la WHO (1981) y del CDC (1998) para
obtencion de la dosis diagnastico. ......uvrmiiimiinciisn 46
Tabla 3. Dosis diagnostico del insecticida permetrina para las poblaciones de Ae.
aegypti de los estados de Baja California Norte, California Sur, Coahuila,

Sonora y TAamMaulipas. .. iiiinseneeinesssistinsessorasssisasons 62
Tabla 4. Dosis diagndstico de tres diferentes insecticidas para las poblaciones de 4e.
aegypti del estado de Tamaulipas......cvvreenicnsrcnsenn teesesaresstssatsssneasaeraassnesnansasares 63

Tabla 5. Dosis diagnostico de los insecticidas DDT, malation, propoxur, temefos,
bifentrina, cipermetrina y lambdacihalotrina, para poblaciones de Ae, aegypti
de los estados de Baja California Norte y Sur. .o 63
Tabla 6. Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con Ila DD de
permetrina de Baja California Norte que sobrepasaron el umbral de resistencia
establecido por la cepa susceptible New Orleans. ....ou.ccinrcnannscesns trearnssaereenasaes 64
Tabla 7. Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con la DD de
permetrina de Baja California Sur que sobrepasaron el umbral de resistencia
establecido por la cepa susceptible New Orleans. .......ccovvieviiiiernsnennesiesseseranans 04
Tabla 8. Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con la DD de
permetrina del estado de Coahuila que sobrepasaron el umbral de resistencia
establecido por la cepa susceptible New Orleans. ....cciiiiinnssiiseeniiesissrssinn 65
Tabla 9. Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con la DD de
permetrina del estado de Sonora que sobrepasaron ¢l umbral de resistencia
establecido por la cepa susceptible New Orleans. ....cucininieeeenenns T, 65
Tabla 10. Porcentaje de hembras de Ae. aegypti seleccionadas con la DD de
permetrina del estado de Tamaulipas que sobrepasaron el umbral de
resistencia establecido por la cepa susceptible New Orleans. ........ccecernvevcncnnn. 66
Tabla 11. Media y desviacion estandar de las absorbancias obtenidas en cada ensayo
bioquimico en las poblacion de hembras adultas de los estados de Baja
California Norte y Sur expuestas a la DD de permetrina,.............. voeosenine ersesess 73
Tabla 12. Media y desviacion estandar de las absorbancias medidas en cada ensayo
bioquimico en [a poblacion de hembras adultas del estado de Coahuila
expuestas a la DD de permetrina comparadas con la poblacion de Monterrey.73
Tabla 13. Media y desviacion estindar de las absorbancias medidas en cada ensayo
bioquimico en la poblacion de hembras adultas del estado de Sonora expuestas
212 DD de PErMEetriNa.. . iccercsssoesrassssnnessssssssssassssssssssorsassassssarssinsosssssossnsssnassosasssess 84
Tabla 14. Media y desviacion estindar de las absorbancias medidas en cada ensayo
bioquimico en la poblacién de hembras adultas del estado de Tamaulipas
expuestas a la DD de permetrina. ...t 84



Tabla 15. Comparacion de medias y anslisis de varianza de o- esterasas en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
Sur. ....... sresesreriassttsnpsainsbosesstasnnsashasbesbaans S SenmsestermreressasaEe s te s rar s bbs e naan 94

Tabia 16. Comparaclon de medias y analisis de varianza de o- esterasas en
individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
BUT: coocriiirnssnsasmisssssssrerenatersssnssmteniassssssassesssssatsasesssssssenssssssssseenssnssssssenesbtesnesesnerbsssnsans 95

Tabla 17. Comparacién de medias y andlisis de varianza de f§ esterasas en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
Sur.. VreetseeseRNIRE ALY S RN AN R s R OE RSO RR SRS AR AR RSO H SN e R b e b e SRR Reare s 92

Tabla 18 Comparacmn de medlas y analisis de varianza de B esterasas en
individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
SUF. covinveraerinresrsssasennisn Areriessssisssanessnsnebanespmnaensastensrasenaen fevcestossrurassaestsbasasnenetssasanas 97

Tabla 19. Comparaciéon de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos
que sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur.............. 98

Tabla 20. Comparacion de medias y anilisis de varianza de oxidasas en individuos
que no sgbrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y Sur......... 99

Tabla 21. Comparacion de medias y analisis de varianza de glutation s-transferasa
en individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
SUL. trreritrrtnnsnntiisssns st sesssssnisasssesssssnssanssssssssensanssasses wenmrersassesarniessbbesssenan 100

Tabla 22, Comparacnon de medlas y analisis de varianza de glutation s- transferasa
en individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte
Y BUF. creitrriccscstissesnsssessamsissosssssanmssnsssisssnroserssessassnssases Crerssmasetsseesrssennstisiassnesestraens 101

Tabla 23. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
UL st ensisssesis s sesss s s ssne et s s srassnss st s s ssemnsbntsssnnsassbosasassanartens - 102

Tabla 24. Comparacion de medias y analisis de varianza acetilcolinesterasa en
individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Baja California Norte y
Sur. s ceneemetissaranns brersmraestasnsasrnesatsrarranratas tronacesnserenrsansarens treomesmnnsssans 103

Tabla 25. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa
insensible en individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Baja
California Norte ¥ SUF. ittt sitstts e esstsrnsene st s os s srs ot bamenas 104

Tabla 26. Comparacién de medias y analisis de varianza de¢ acetilcolinesterasa
insensible en individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Baja
California Norte ¥ SUE. ..o s 105

Tabla 27. Comparacion de medias y andlisis de varianza de a- esterasas en
individuos que sgbrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y
Monterrey. .......... weevarnaes wrreartiernese verenmns PR, wrenernresarines sreneamsnreaase 106

Tabla 28. Comparacién de medias y andlisis de varianza de P esterasas en
individuos que scbrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y
IMOREEITEY. civeresseisrnrrrisssnicsssnssasssassnssss sransssssnmanmsstsasssssnssnestsstnssersnsessssssasssssnsssssensns 107

Tabla 29. Comparacion de medias y andlisis de varianza de [ esterasas en
individuos que no sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y
MONEEITOY. c.oveiissvircssesenisrsinsssraresssasenssnssasssssessnmsssissssssnasanssssssssssssnssstosssnsassarasssssns 108

Tabla 30. Comparacion de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos
que sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y Monterrey. ... 109

x1



Tabla 31. Comparacién de medias y analisis de varianza de glutation s-transferasa
en individuos que sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y
Monterrey. ... “ trerssssessisarmossrsannnsssssrsassnssssansansersnassarassases 1 10

Tabla 32. Comparacion de medias y anilisis de varianza de acetilcolinesterasa en
individuos que sobrevivieron y muertos de las poblaciones de Coahuila y
IMOTIEETTEY. tirrreeecssssstonsenesorssssmesesssassessnssssssiseennastssssssstossisseanessbtsborsssssnsantostssnnnsnssans 111

Tabla 33. Comparacion de medias y anilisis de varianza de acetilcolinesterasa
insensible en individuos que sobrevivieron y muertos de las poblaciones de
Coahuila ¥ MONTEETEY . viieccrisiaissnisnisssssnssanmssssstses assassssassssissssmmocessssssonsnsssarnrases 1 12

Tabla 34. Comparacion de medias y analisis de varianza de a- esterasas en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. ........conernirennnnn. 113

Tabla 35. Comparacion de medias y anadlisis de varianza de o- esterasas en

individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. ................. .114
Tabla 36. Comparacién de medias y andlisis de varianza de B esterasas en
individuos que sobrevivieron de las peblaciones de Sonora. .......vvimreciirennne. 115
Tabla 37. Comparacion de medias y andlisis de varianza de f§ esterasas en
individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. .......cccovvvrveneee 116
Tabla 38. Comparacion de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos
que sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. ....cinnennen NURE—— ) )

Tabla 39. Comparacion de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos
que no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. .......cvmenvivenniisnnene. 118
Tabla 40. Comparacion de medias y analisis de varianza de glutatién s-transferasa
en individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. ...................... 119
Tabla 41. Comparacion de medias y anilisis de varianza de glutation s- transferasa
en individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. ................. 120
Tabla 42. Comparacién de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. .........ccvernnenane. 121
Tabla 43. Comparacion de medias y analisis de varianza acetilcolinesterasa en
individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. ...................... 122
Tabla 44. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa
insensible en individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Sonora...... 123
Tabla 45. Comparacion de medias y analisis de varianza de acetilcolinesterasa
insensible en individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Sonora. 124
Tabla 46. Comparaciéon de medias y andlisis de varianza de o- esterasas en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Tamaalipas. .......cceeeeeenr. 125
Tabla 47. Comparacion de medias y analisis de varianza de «- esterasas en

individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. .............. 126
Tabla 48. Comparacion de medias y analisis de varianza de fi esterasas en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. ........ovieenne. 127
Tabla 49. Comparacion de medias y analisis de varianza de P esterasas en
individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. .............. 128
Tabla 50. Comparacién de medias y analisis de varianza de oxidasas en individuos
gue sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. ..........coviinniicrinieenas . 129
Tabla 51. Comparacién de medias y andlisis de varianza de oxidasas en individuos
que no sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. .....cceecirvvrrinannene. w130

Xii



Tabla 52. Comparacion de medias y analisis de varianza de glutation s-transferasa

en individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. .............. 131
Tabla 33. Comparacién de medias y analisis de varianza de glutation s- transferasa
en individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. ......... 132
Tabla 54. Comparaciéon de medias y analisis de varianza de acetileolinesterasa en
individuos que sobrevivieron de las poblaciones de Tamaulipas. ...l 133
Tabla 55. Comparacion de medias y anilisis de varianza acetilcolinesterasa en
individuos que no sobrevivierou de las poblaciones de Tamaulipas. ............ . 134

Tabla 56, Comparaciéon de medias y anilisis de varianza de acetilcolinesterasa
insensible en individuos que sobrevivieron de {as poblaciones de Tamaulipas.
ceseeutsatateat it R oR et LR s RS AT b KR Robe RN e R asRenR RS Enn Cvesmerrrtrenn et bt et s b e e 135
Tabla 57. Comparacion de medias y andlisis de varianza de acetilcolinesterasa
insensible en individuos que no sobrevivieron de las poblaciones de
Tamaulipas. ...ccceeercrcrsierernsrenians veeevaniecobasenaerssatttaneaa et He R et be e R bRt s s s R et e bR e bee .. 136

Xiii



AGRADECIMIENTOS

A CONACYT por el apoyo otorgado a través de la beca 176884, convenio
52049; CONACyT Ciencia Basica, convenio 54023 y a la UANL PAICYT 2007.

A la Dra. Adriana Elizabeth Flores Suirez, mi maestra y amiga, gracias por
sus consejos, porras, confianza y regaiios; gracias por compartir sus conocimientos
conmigo y darme la oportunidad de crecer como profesional a su lado.

Al Dr. Ildefonso Fernandez Salas, gracias por {a oportunidad de ser parte del
Laboratorio de Entomologia Médica, pero sobretodo gracias por permitirme
aprender gracias a su guia,

A mi comité de tesis y tutores, Dr. Raul Torres Zapata, Dr. Gustavo Ponce
Garcia, Dr. Humberto Quiroz Ramirez, Dra, Maria Luisa Tovar y Dr. Filiberto
Reyes Villanueva, por sus consejos y correcciones.

A mis profesores y amigos, M. en C. Maria Eugenia Castillo Herrera, M. en
C. Leticia Téllez Sanchez, M. en . José Andrés Trejo Rivera, M. en C. Julian
Everardo Garcia Rejon, Prof. Silvia Castro Espinoza, Ing. Irlanda Espinoza (7),
M. en C. Juan Rodriguez Sdanchez, Lic. Rita Fleites Hun, Ing. Genny Manzanero
Duran y M. en C. Juan Bautista Chablé Santos, gracias por ensefiarme el camino de
la ciencia.

A mis comadres, Dra. Maria Haydeé Loaiza Becerra y Dra. Nydia Aida
Rodriguez Neaves, c¢on quienes comparti grandes momentos, gracias por
acompafiarme cuando me senti solita, por ayudarme a recoger los pedazos de mi
roto corazon, gracias por ser parte de mi vida.

A mis amigas Q.B.P. Rosa Maria Sanchez Casas, Biol. Dulce Elizabeth Tovar
Martinez, Q.B.P. Brenda Silva, Dra. Dora Lilia Garcia Elizondo, Q.B.P. Maricela
Laguna Aguilar y Q.B.P. Marcela Selene Alvarado Moreno, gracias por su apoyo.

A la familia Sanchez Casas, Doiia Elida y Don Samuel, quienes mi acogieron
en su familia y me brindaron carifio, siempre estaré en denda con ustedes.

A mis amigos, Shidoshi Prof. Armando Canti Reyna, Shideshi Ho Lic. Mario
Solorzano y Shidoshi Ho César Olivares, de quienes reafirme el valor de creer en
uno mismo, la solidaridad, la confianza, pero sobretodo la amistad verdadera.

A la familia Lozano Saavedra, Sail, Karla e Isace, quienes mi brindaron sn
casa y me enseiiaron una de las mis valiosas lecciones de vida, gracias.

Xiv



DEDICATORIA

A mi familia: mi padre José Antonio Reyes Cua, el faro de luz que guia mis
pasos; mi madre Teresita del Niiio Jestis Solis Bojorquez, el abrazo que cobija mis
suefios; mi hermana Maria Teresa Reyes Solis, mi complice, amiga y compaiiera de
vida. Gracias porque permanecer siempre a mi lado, ayudandome a crecer,
enfrentar mis batallas diarias y vencer mis miedos, por creer en mi a ciegas, pero

sobretodo gracias porque son lo mejor de mi vida.

A mis hermanitos: Gerardo Humberto y Gonzalo Adolfo Coronado
Gutiérrez, Diego André Guzman Pineda (Eusebio), quienes le dan alegria a mi vida

€ON SUS Sonrisas y juegos.
A mis seres queridos que ya partieron al viaje eterno: mis abuelos Victor
Reyes Cauich y Transito Solis Perera, mis abuelas Agustina Cua Cen y Beatriz

Bojorquez Bojoérquez.

A mi tio, Dr. Miguel Solis Bojorquez y mi prima C.P.T. Gabriela Concepcion

Carrillo Solis; mil gracias por apoyarme para realizar mis sueiios.

A quien fue parte de mi vida y su recuerdo lo guardaré por siempre en mi

corazon.

XV



DEDICATORIA

A mi familia: mi padre José Antonio Reyes Cua, el faro de luz que guia mis
pasos; mi madre Teresita del Nifio Jesiis Solis Bojorquez, el abrazo que cobija mis
sueiios; mi hermana Maria Teresa Reyes Solis, mi complice, amiga y compaiiera de
vida. Gracias porque permanecer siempre a mi lado, ayudindome a crecer,
enfrentar mis batallas diarias y vencer mis miedos, por creer en mi a ciegas, pero

sobretodo gracias porque son lo mejor de mi vida.

A mis hermanitos: Gerardo Humberto y Gonzalo Adolfo Coronado
Gutiérrez, Diego André Guzman Pineda (Eusebio), quienes le dan alegria a mi vida

cOn Sus SONrisas y juegos.

A mis seres queridos que ya partieron al viaje eterno: mis abuelos Victor
Reyes Cauich y Trénsito Solis Perera, mis abuelas Agustina Cua Cen y Beatriz

Bojorquez Bojorquez.

A mi tio, Dr. Miguel Solis Bojorquez y mi prima C.P.T. Gabriela Concepcion

Carrillo Solis; mil gracias por apoyarme para realizar mis suefios.

A quien fue parte de mi vida y su recuerdo lo guardaré por siempre en mi

corazon.

XV



RESUMEN

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

y cipermetrina también fueron obtenidas.
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ABSTRACT

The diagnostic dose (DD) of permethrin was determined in 10 populations of
Aedes aegypti (1..) from three states in the north of Mexico: Baja California Norte, Baja
California Sur, Coahuila, Sonora and Tamaulipas. After we exposed 10 groups of 100
females to the DD and after preducing 50% mortality, individuals were divided into two
categories: killed and survivors. Each of these groups was dissected to separate the head,
thorax and abdomen. Biochemical tests were performed on the head and thorax to
determine resistance-related enzyme activities including o and B-esterases, glutathione-S-
transferase, acetylcholinesterase, insensitive acetyl cholinesterase, and mixed-function
oxidases. The results were compared with those for the susceptible New Orleans strain.
All the populations studied showed the consistent presence of enzymatic activity for
a esterases as well as iIAChE in surviving populations. However, in the Sonora
population, o and [ esterases and MFO were found to represent the main detoxifying
mechanisms. The population of Tamaulipas and Coahuila showed iAChE as the only
enzyme activity that surpassed the threshold established with the susceptible strain. DD
values were also determined for the insecticides DDT, malathion, propoxur, temephos,
bifenthrin, cypermethrin and lambda-cyhalothrin in the populations of Tecate and Tijuana
in the state of Baja California Norte and Ciudad Constitucion and Loreto in the state of
Baja California Sur. In the populations of Tamaulipas, the DD of the insecticides

malathion, bifenthrin and cypermethrin was also ascertained.
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INTRODUCCION

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

La resistencia a insecticidas es una de las mayores problematicas a los que se
enfrenta los programas de control de Aedes aegypti en el norte de México y el resto del
pais, por lo que la deteccién de resistencia a un determinado grupo toxicol6gico nos
permitiria establecer un programa eficaz en control de vectores, ya que esta nos capacita
para hacer un mangjo racional de la resistencia basado en la rotacién de insecticidas con

¢énfasis en mantener poblaciones susceptibles.



HIPOTESIS

La aplicacion continua de insecticidas en las campafias de contral del vector
de! dengue Aedes aegypti, determina el tipo y grado de resistencia en las poblaciones

seleccionadas.



