para ambas especies larvarias de culicidos, aunque los programas de control de vectores de
la Secretaria de Salud han cambiado en los ultimos dos afios a piretroides para la fase,
adulta, la presidon de seleccién ejercida sobre éstos vectores, tanto por los insecticidas
utilizados en salud pablica como los dirigidos a las plagas agricolas durante todo este
tiempo, ha sido bastante fuerte. Segin los reportes de la Secretaria de Salud, hasta la
semana 50 ( 14 /12/02) los casos de dengue cldsico y dengue hemorragico en el estado de
Quintana Roo, se ha mantenido a la alta con un total de 65 localidades positivas en todo el
estado, y para los municipios en estudio un total de 12 localidades positivas, de las cuales
hubo 11 casos de dengue clasico en el municipio de Solidaridad y uno de dengue
hemorragico, en el municipio de Benito Judrez hubo un total de 141 casos de dengue
clasico y 8 de dengue hemorragico, para los municipios de Isla Mujeres y Cozumel hubo 10
y 2 casos de dengue clasico respectivamente y cero casos de dengue hemorrigico y para el
municipio de Lazaro Cardenas hubo 8 casos de dengue clasico y uno de dengue
hemorragico, haciendo un total de 172 casos de dengue clisico y 10 de dengue
hemorragico, tan solo en la zona norte del estado que abarca los 5 municipios muestreados.
Para todo el estado hubo un total de 479 casos de dengue clisico y 80 de dengue
hemorragico. Todo este panorama nos muestra la importancia del dengue en estas

comunidades de los casos reportados, pero que pasa con los casos no reportados?, sin duda

que estas cifras se aumentaran grandemente.



2.- OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizacién bioquimica de resistencia a insecticidas en poblaciones adultas de Aedes

aegypti en cinco municipios de la zona norte del estado de Quintana Roo, México.

2.2 Objetivos particulares

1.- Determinacién de « - esterasas, P-esterasas, Oxidasas, Acetilcolinesterasa,
Acetilcolinesterasa insensible y Glutation —S- transferasa (GST) en poblaciones adultas de
Aedes aegypti en cinco municipios de la zona norte del estado de Quintana Roo.
2.-Determinar niveles de resistencia en base a comparacién con una cepa susceptible de

Aedes aegypti ( Cepa New Orleans ).



3.- HIPOTESIS

La Secretaria de Salud, segin la NOM, utiliza los medios de control de.los. méseuitos
vectores de acuerdo con lo establecido en el codigo de plaguicidas, desde hace mas de 20
afios, dos productos que pertenecen al mismo grupo toxicologico de los organofosforados:
el Abate como larvicida y el malathién como adulticida. Hay la posibilidad de exista
resistencia fisiologica en Aedes aegypti debido a la presion gjercida por el uso

prolongado de éstos productos en las campaiias antidengue.
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4.- REVISION DE LITERATURA

4.1 Epidemiologia del dengue

El dengue pertenece a la familia Flaviviridae,; se pueden distinguir por métodos serologicos
cuatro serotipos y son designados con los nombres dengue 1, dengue 2, dengue 3 y dengue
4. La infeccion en humanos por un serotipo produce una larga inmunidad contra
reinfecciones del mismo serotipo, pero solo ofrece proteccién parcial contra otros serotipos.
La transmision del virus del dengue persiste a través del ciclo de transmision hombre-
Aedes aegypti-hombre. Siguiendo una alimentacion sanguinea infectada, el mosquito puede
transmitir el patégeno, después de un periodo de

8 a 12 dias del periodo extrinseco de incubacion. (Panamerican Healt Organization, 1994).
Los sintomas clinicos se manifiestan después de un periodo de incubacién comminde 5a 8
dias. En el dengue sin complicaciones, hay fiebre, dolor de cabeza, severos dolores de
espalda, musculos y articulaciones (mialgias y artralgias). La debilidad y la postracién son
comunes. Desde la segunda guerra mundial las manifestaciones hemorragicas con
mortalidad significativa han sido especialmente caracteristicas en los nifios de 3 a 6 afios de
edad , nativos de Asia. Las manifestaciones hemorragicas severas se denominan fiebre
hemorragica por dengue y se cree que representa una reaccidn de hipersensibilidad a la

infeccion simultanea o secuencial con més de un serotipo de dengue. (Harwood and James,

1993).



4.2 Vector del dengue, distribucion y biologia

El méas importante, y quiza el unico vector del dengue en las Américas es Aedes aegypti.
Aedes albopictus se le incrimina, como un vector secundario en Asia y el Pacifico, aunque
recientemente invadié el nuevo mundo, pero aun no se le ha implicado en la transmision del
dengue en ésta region. Aedes aegypti, es una e{specie del subgénero Stegomia
probablemente originario de Africa, donde pueden ocurrir ambas formas, selvatica y
doméstica. Probablemente fue transportado al nuevo mundo en los barriles de agua de los
barcos durante la exploracién y colonizacién de los europeos. Aedes aegypti es
comunmente conocido como el “mosquito de Ia fiebre amarilia”, ya que porssiglos esta
especie transmitid en la zona urbana la fiebre amarilla, un serio problema de salud en
Africa y las Américas. 4 .aegypti es una especie tropical y subtropical encontrada alrededor
del mundo, usualmente entre los 35 ° latitud norte y 35 ° latitud sur, correspondiente al
invierno isotérmico de 10 ° C. También han sido encontrados al norte a los 45 © Norte,
aunque estas invasiones ocurren durante la estacién calida, las poblaciones no sobreviven
en el invierno. Su distribucion esta limitada por la altitud, no es usual encontrarlo por arriba
de los 1000 mts,, aunque han sido reportados a 2,121 Mits. en la India y 2,200 Mits. en
Colombia, donde la temperatura media anual fue de 17 °C. A principios de siglo 4edes
aegypti fue encontrado en todos los paises de América, excepto Canada, desde el sur de los
Estados Unidos hasta Buenos Aires, Argentina. (Panamerican Health Organization, 1994).

Aedes aegypti, se le ha localizado en lugares cercanos al hombre (fenémeno conocido

como eusinantropia, que se define como un nivel avanzado de dependencia por el hombre y
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su habitat),(Harwood y James, 1988), o en asociacién con él , porque es un mosquito
esencialmente urbano. El desarrollo embrionario de los huevos se completa normalmente a
las 48 horas en un medio ambiente calido y humedo, una vez embrionado el huevo, puede
tolerar largos periodos de desecacion, algunas veces mas del afio. La larva pasa a travéslde
4 estadios de desarrollo o “instars®. El desarrollo larval depende de la temperatura,
disponibilidad de alimento y la densidad larvaria en el criadero. Bajo condiciones éptimas,
el tiempo de brote o eclosibn puede ser tan corto como S dias, y bajo condiciones
desfavorables puede tomar varias semanas. Después de uno a dos dias de haber emergido
los mosquitos hembras, toman su primera alimentacion sanguinea, y aunque el macho no se
alimenta hematéfaga mente, también es atraido hacia el mismo hospedero y asi se facilita el
encuentro de la pareja. Las hembras se alimentan de la mayoria de hospederos vertebrados,
pero tienen predileccién por el hombre. La sangre les provee de los medios necesarios
(proteinas) para el desarrolio de los huevos, lo cual ocurre en las horas posteriores (horas
dias luz). Normalmente la primera camada de huevos, se desarrolla después de cada
alimentacion sanguinea. Sin embargo A4.aegypti, mas que otras especies de mosquitos, se
puede alimentar frecuentemente mas de una vez entre cada oviposicion, especialmente si
fue molestado antes de que se completara su alimentacion, esta caracteristica incrementa la
oportunidad de ingerir y transmitir el virus del dengue. Fl intervalo entre la alimentacién
sanguinea y la oviposicién puede ser tan corto como tres dias bajo condiciones 6ptimas de
temperatura y disponibilidad de hospederos, y la hembra puede volverse a alimentar el
mismo dia que deposité sus huevos. La hembra gravida es atraida hacia los criaderos
frescos y sombreados con paredes rugosas en las cuales pueda depositar sus huevos,
prefiere agua clara, relativamente limpia, en lugar de agua contaminada o con un alto

contenido organico y sus huevos los deposita en varios criaderos, teniendo asi més
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oportunidades de perpetuar la especie. El vuelo de dispersién de 4.aegypti es muy corio
cuando se le compara con ¢l de otras especies de mosquitos. La hembra casi siempre pasa
su tiempo de vida cerca del sitio de emergencia, principalmente si le proporciona alimento,
humedad, sombra y lugar de descanso, ademds de un sitio disponible para la oviposicion.
Este vuelo rara vez sobrepasa los 100 mts., aunque se ha visto que hembras gravidas
pueden volar hasta 3 Km. si no encuentra un lugar adecuado para la oviposicion. El vuelo
de dispersion del macho es mas corto. La dispersion a grandes distancias de 4. aegypti se
debe principalmente al transporte de huevos y larvas en contenedores. También son
encontrados frecuentemente dentro de las casas, tlen recamaras, bafios y cocinas y
ocasionalmente fuera en el jardin con vegetacion, 4.aegypti puede vivir varios meses bajo

condiciones de laboratorio, pero regularmenie vive pocos dias en el medio ambiente

natural. (Panamerican Healt Organization, 1994).

4.3 Resistencia

4.3.1.- Definicion. La resistencia es definida por la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) como el desarrollo de una habilidad en una cepa de algunos organismos a tolerar
dosis de un téxico que serian letales para la mayoria de individuos de una poblacién normal
de la misma especie. Esta definicion es adecuada si reconocemos que la resistencia tiene
bases genéticas, y es el resultado de cambios en la composicién genética de una poblacién
como resultado directo de efectos selectivos de un téxico. (James A. Ferrari, 1992) La
resistencia a insecticidas ba sido un problema en todos los grupos de insectos que sirven
como vectores de las enfermedades emergentes. La resistencia se ha desarrollado para cada
clase de insecticida, incluyendo drogas microbianas y reguladores del crecimiento

(Brogdon and McAllister, 1998). La resistencia es un cambio en la respuesta a la
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exposicion a insecticidas, y es una caracteristica poblacional, no de especie. La resistencia
se ha reportado para todos los grupos de insecticidas y en mas de 500 especies de insectos y
acaros de los cuales mas del 50% son plagas agricolas, 39% son plagas de importancia
médico veterinaria, y el 5% son especies benéficas (polinizadores). Este fenomeno se
presenta mas frecuentemente en especies que ticnen mas de una generaciébn al afio
(multivoltinas) y en aquellas plagas que estan expuestas a rociados multiples de insecticidas
para cada estacion. La resistencia ocasiona fallas en el desempeiio de los plaguicidas y por
lo consiguiente, a) pérdida de vidas humanas, b) fracasos con los cultivos, c¢) dafios
cosméticos, ademads de d) molestias sanitarias, por lo consiguiente la resistencia va a
desencadenar el desarrollo de nuevos insecticidas.

4.3.2. Mecanismos de resistencia.

Fl mecanismo de resistencia a insecticidas tiene base bioquimica (Fig.1). La; dos formas
importantes de resistencia bioquimica son los sitios blancos de resistencia, lo cual ocurre
cuando el insecticida ya no compromete al blanco o no se enlaza al sitio de accién , y
ademas, la resistencia por detoxificacion base-enzima, la cual ocurre cuando aumentan los
niveles o las actividades de las esterasas, oxidasa, Glutaion- S- transferasa, las cuales sufre
una modificacién evitando que el insecticida alcance su sitio de accion (Brogdon and
McAllister 1998). Fue propuesto un mecanismo adicional basado en la respuesta termal al
estrés, pero esto no ha sido evaluado (Patil et al 1996).

La identificacibn de mecanismos de resistencia ayuda a determinar el espectro de
resistencia cruzada (Fig.2), de éste modo se facilita la eleccién de insecticidas alternativos,

y nos permite el mapeo de las areas donde se encuentran las poblaciones resistentes.



Cuadro No, 1.- Clasificacion de mecanismos de resistencia en insectos

MECANISMOS DE RESISTENCIA METABOLICA

MECANISMO | INSECTICIDA /| REFERENCIA |
' | Todos | Wilkinson, 1983 |
Esterasas " | Organofosforados J ~ Yasutomi, 1983 |
Carboxiesterasas |  Malatién y fentoato | Yasutomi, 1983 J
GHS-transferasa Organofosforadosy | Dauterman, 1983 |
otros
DDT-asa Clorados del grupo Metcalf, 1989
OC-DDT

Hidrolasas |_ Fosoforados y otros l Dauterman, 1983 J

MECANISMOS DE RESISTENCIA NO METABOLICA

Kdr

| DDTypiretroides |  Plapp, 1978 |
ACE insensible | Carbamatos y fosforados |  Hama, 1983 |
Insensibilidad enel | Carbamatos, clorados del | Narahashi, 1983
sitic de accién grupo benceno y
ciclodienos
Penetracion "~ Todos l Matsumara, 1983
reducida | :
Mayor excrecién | Todos | Georghiou, 1972 |
Mayor Todos ‘ Georghiou, 1972
almacenamiento '
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Fig.1.Ejemplos de los mecanismos bioquimicos de la resistencia en el nivel molesulas A.-
Mutacion del aminoacido en la region de membrana —11S6 del gen del canal de sodio que
confiere resistencia en los sitios blanco al DDT-piretroide en Anopheles gambiae. El
mismo codén mutado produce resistencia en insectos tan diversos como mosquitos,
cucarachas y moscas. B.- El elemento regulador (encontrado en corriente opuesta en la
secuencia de codificacién) llamado “La caja de Barbie” que permite la induccién de
detoxificacién oxidasa y esterasa a los genes de resistencia. Muchos controles de elementos
supuestamente aceptados se han encontrado asociados con las enzimas de resistencia del
vector, C.- Esterasa A2-B2 amplicon, éstos genes de resistencia esterasa, estan dentro de la
misma unidad de amplificacién. Mas de 100 copias de éste amplicon pueden estar presentes
en un solo mosquito. Este es el ejemplo de una familia de genes de esterasa amplificada

(Brogdon y McAllister 1997).
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| ORCANOFOSFORADOS |

8 Py

ii

Fig.2.-Relaciones de resistencias cruzadas de insecticidas usados corminmente. Métodos
bioquimicos y moleculares pueden detectar mecanismos de resistencia en insectos
individuales. Por lo tanto, ellos pueden confirmar resistencia con el solo uso de un numero
pequefio de insectos. Identificacion de mecanismos de resistencia ayuda a determinar la
resistencia cruzada del espectro (Fig.2), facilita la eleccién de insecticidas alternativos y
permite la planeacion detallada de 4reas con poblaciones resistentes. Examenes
bioquimicos especificos han sido desarrollados para todos los mecanismos de resistencia

conocidos, excepto mecanismos receptores de sodio y GABA modificados.
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4.3.3. Sitio de accién de los insecticidas

Alteraciones en los aminoécidos son los responsables de que los insecticidas no alcancen
su sitio de accion, haciendo que éste sea menos efectivo o peor ain ineficaz, El blanco de
los insecticidas érgano fosforados (p.e. malatién, fenitrothidn) y carbamatos (p.e. propmlcur,
servin) es la acetilcolinesterasa en la sindpsis nerviosa, y el blanco de los érganoclorados
(DDT) y de los piretroides sintéticos son los canales de sodio de las lAminas nerviosas. La
resistencia cruzada a DDT-piretroides puede ser producida por los simples cambios en los
aminodcidos (uno o ambos de los sitios conocidos) en los canales de sodio del axdn
(Miyazaki et al 1996, Williamson et al 1996). Esta resistencia cruzada aparece al
producirse un cambio en la activacion de la corriente de sodio y causa una baja sensitividad
a los piretroides (Vais et al 1997). Simplemente, la resistencia a Cyclodine (dieldrin), es
producida por simples cambios en los nucleétidos con el mismo codén de un gen por un
receptor del acido gamma-aminobutirico (Ffrench-Constant 1993). Por lo menos cinco
sitios de mutacién en la acetilcolinesterasa que bloquea al insecticida en su sitio de accién
han sido identificados y causan grados variables o reducen la sensitividad a los insecticidas

6rgano fosforados y carbamatos.
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4.3.4. Detoxificacion

La detoxificacion a xenobi6ticos es una respuesta ocasionada por enzimas en organismos
vivos que son transcritos por miembros de un gran nimero de familias multigene de
esterasa, oxidasa y glutation S transferasa. Por lo tanto el mecanismo mis comin de
resistencia en los insectos son los niveles modificados de esterasa, 1a cual es una enzima
detoxificativa que metaboliza (hidroliza enlaces ésteres) a una gran cantidad de insecticida.
La esterasa comprende seis familias de proteinas pertenecientes a la superfamilia aifa/beta
hidrolasa (Cygler et al 1993, Oakeshott et al 1993).

Las citocromo P450 también conocidas como oxigenasas, pertenecientes a una gran
superfamilia, de las 62 familias de P450s reconocidas en plantas y animales, por lo menos
cuatro familias como son las 4, 6, 9 y 18 han sido aisladas de insectos. Las oxidasas P450
responsables de la resistencia en insectos, pertenece a la familia 6, la cual, como las
esterasas se encuentra presente en Diptera como un grupo de genes (Maitra et al 1996). Los
miembros del grupo se pueden expresar como alelos miltiples, arriba de cinco (Tomita et al
1995). Los niveles altos de oxidasa en insectos resistentes resulta de una sobre expresion
constitutiva mas que de una amplificacién (Tomita y Scout 1995,Carino et al 1994). Estos
fenémenos de sobreproduccion de oxidasas en la resistencia se han estado investigando y
parece que son el resultado de varios factores trans- y cis- que estdn asociados con los
fendmenos de induccion (Cohen et al 1994, Liu y Scout 1997).

La mayoria de los organismos poseen multiples GST de dos o mas clases (Hayes y
Pulford 1995). En la resistencia al DDT estan implicadas las GST como grupo de genes que
se han ido mezclando en el genoma por recombinacién (Zhou y Syvanem 1997). Un
nimero de genes GST resistentes incluyendo formas multiples han sido caracterizadas en el

mismo vector.
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4.3.5. Resistencia a reguladores de crecimiento y bioinsecticidas

Aunque son de miés reciente introduccidén en los programas de control de vectoresl se
deben estudiar los mecanismos que operan en los reguladores de crecimiento, ivermectina y
otros microbianos como grupos. Los mecanismos que confieren resistencia a los
reguladores del crecimiento estin basados en las oxidasas. La resistencia a la ivermectina es
el resultado de un gran niimero de factores, que incluyen oxidasa, conjugacion y alteracién
de los mecanismos del sitio blanco (Clark 1995), aunque los vectores aun no presentan
resistencia en el campo.

Bioinsecticidas

Los agentes microbianos como el Bacillus sphaericus y Bacillus thuringiensis, a los
cuales se les considera insecticida porque el principal agente activo son cristales toxicos
producidos por la bacteria. Los mecanismos de resistencia de B. sphaericus no son
conocidos ain (Rao et al 1995, Rodcharcen u Mulla 1996), pero al parecer estan
involucrados varios mecanismos (Nielsen- Leroux et al 1997). La resistencia a B.
Thuringiensis es el resultado de un reducido anclaje de la toxina en los bordes de cepillo en
la luz del intestino del insecto (Escriche et al 1995, Tabashnik et al 1996), o bien por la
digestion de la toxina por proteasas presentes en el intestino (Séller et al 1996). Se esperaba
que de los seis tipos diferentes de toxinas en el B. t.israelensis, utilizados para el control de
vectores, se retardaran o previnieran el desarrollo de los mecanismos de resistencia, sin
embargo la resistencia a multitéxinas B.1. israelensis ya aparecié (Tabashnik 1997, Cheong

et al 1997).
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4.3.6, La resistencia en el control de enfermedades

Los niveles de resistencia deben ser lo suficientemente altos para que afecten
adversamente la transmisién de enfermedades y esto comprometa al insecticida en ¢l
control de vectores. En muchos casos, el control de vectores puede no estar afectado por los
niveles de resistencia, por ejemplo, una actividad podria estar siendo controlada en un 75%
del total de la poblacién del vector. Si por ejemplo, el nivel de resistencia es mas bajo del
10%, la resistencia no afectaria los esfuerzos del contrgl de la enfermedades y ante ésta
situacién lo que se debe hacer es incrementar la vigilancia y monitoreo del problema. Un
buen ejemplo operacional fue el suscitado en el Oestle de Kenya, donde hay coexistencia
entre resistencia y el control de enfermedades. La resistencia a los piretroides aparecié tan
rapidamente como se introdujo el uso de los pabellones impregnados (Rivet et al 1994).
Después de dos afios los niveles de resistencia no han cambiado significativamente, quizd
debido a la introduccién masiva de genes susceptibles (Vallule et al 1996).
4.3.7. Resistencia a piretroides

La resistencia a piretroides se estd presentando tempranamente a pesar del optimismo que
se tenia por ser un toxico de accidén rapida y por ser uno de los grupos de insecticidas mas
nuevos, por lo tanto se pesd que no se produciria resistencia en tan corto tiempo (Malcom
1988). La resistencia para éste grupo toxicologico no es por un mecanismo nuevo y tnico,
sino mecanismos ya existentes y ademds resistencia cruzada. En Guatemala la resistencia a
piretroides fue reportada para poblaciones de Anopheles albimanus resistentes a
fenitrothion cuando se usaba la deltametrina, las esterasas que estaban involucradas en la
resistencia a fenitrotion fueron estimuladas por presidn selectiva para producir resistencia
cruzada a deltametrina (Brogdon y Barber 1990). En contraste, nos hemos encontrado ahora

con resistencia cruzada a DDT-permetrina y esto debido a la resistencia cruzada a oxidasa
16
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en el mismo mosquito. Un patron similar de resistencia cruzada ha sido reportado para
Culex pipiens en Ohio. La multiresistencia, que son dos o mds mecanismos de resistencia
presentados en el mismo insecto estdn siendo extendidos como programa de control,
haciendo uso secuencial en el uso de una clase de insecticida después de otro. Muchas més
amenazas en el desarrollo de resistencia a piretroides en el sitio blanco (también llamado
efecto knockdown) se han detectado en vectores importantes en miltiples localidades. Se
ha detectado dicho efecto en el vector del dengue y fiebre amarilla , Aedes aegypti en
Puerto Rico e Indonesia, y en el vector de la encefalitis Culex quinquefasciatus de
Louisiana. Investigadores franceses han detectado este mecanismo de resistencia en
Anopheles gambiae, el primer vector africano de malaria, en varios paises del oeste
africano. Este mecanismo de resistencia puede ser una herencia en la similitud del sitio de

accion de piretroides y DDT.

4.3.8. Manejo de poblaciones de vectores resistentes

La meta en el manejo de la resistencia seria tratar de mantener la utilidad de un
insecticida, y el manejo del mismo debe iniciarse con el reconocimiento de los factores que
influyen en el desarrollo del mismo, como serian a) los factores biologicos que favorecen
el desarrollo de la resistencia, b) factores operativos. La practica del uso de un solo
insecticida hasta la aparicion de resistencia se convierte en un factor limitante que reduce
rapidamente el nimero de insecticidas disponibles para el control de vectores. La rotacion,
mosaicos y mezclas de todos los insecticidas han sido propuestos como herramientas para
el manejo de la resistencia (Curtis 1985, Curtis et al 1993 y Roush 1989). También se han
aplicado numerosos modelos matematicos para estimar como estas herramientas podrian

usarse de manera Optima (Tabashnik 1989), sin embargo estos modelos raramente se han
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probado bajo condiciones de campo en especial para insectos vectores, debido a la
dificultad en estimar cambios en frecuencias de genes de resistencia en grandes muestras
de insectos (Hemingway 1997). En México se ha hecho un intento a gran escala de usar
rotaciones 0 mosaicos de insecticidas sustituyendo el uso del DDT o de un piretroide
especifico (Hemingway et al 1997 y Penilla et al 1998). De esta manera se han monitoreado
cambios en la frecuencia de genes de resistencia en Anopheles albimanus por cuatro afios

( Penilla et al 1998), [

4.3.9. Resistencia en mosquitos

Se aislaron dos nuevos mecanismos de resistencia a insecticidas organofosforados, en dos
cepas de una poblacion de Culex pipiens de Chipre, encontrandose que en ambas cepas.une
de los nuevos mecanismos de resistencia, los cuales expresan una alta actividad de las
esterasas A5 y B5 (cepa ASB5-R) y otra expresa acetilcolinesterasa insensible (cepa Ace-
R). Demostraron que la cepa  ASBS5S-R presentd resistencia a los insecticidas
organofosforados, que pueden ser suprimidos por la esterasa inhibitoria S.S.S tributil
fosforotritioato (DEF), no encontrando resistencia cruzada para carbamatos. La cepa Ace-R
demostro resistencia a los insecticidas organofosforados y carbamatos. En lo que respecta a
la resistencia para el propoxur y temephos, esta, no fue afectada por las monooxigenasas
inhibitorias, butoxido de piperonilo o por DEF. Determinando ademas que la cepa Ace-R
posee un nuevo perfil toxicolégico unico, inhibitorio de la acetilcolinesterasa paterna y se
pudo demostrar que la inherente resistencia al temephos y propoxur fue codominante en la
F1. Por (ltimo la cruza de las cepas ASB5-R y la Ace-R resultd con niveles altos de

resistencia al temephos, similar que en los padres (Wirst . 1998).
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En Chipre se determiné la resistencia a insecticidas organofosforados en Culex pipiens,
colectados en ocho loacalidades durante los afios 1987 a 1993, y los resultados obtenidos
fueron comparados con las cepas susceptibles S-Lab. Encontrandose generalmente en
todas las poblaciones niveles de resistencia al malathi6n, temephos, clorpirifos, fenithi(ISn,
dicloros y metil pirifos, en orden decreciente de magnitud; determinaron ademas que de 7
de las poblaciones evaluadas con el carbamato, propoxur presentaron diferentes grados de
resistencia. En‘6 poblaciones se comprobé que dos son resistentes a permetrina. En este
caso el fenémeno de la resistencia fue asociado con la presencia de 5 diferentes esterasas
sobreproducidas (A1,A2,A5,B2 y B5), ademas de la acetilcolinesterasa insensible (Wirth y
Georghiou . 1996).

La resistencia a temephos en dos poblaciones de Culex pipiens colectadas en Sayada.
(medio este de Tunisia) encontrando bajos niveles de resistencia (2 veces). La resistencia
fue sinergizada para un inhibidor de esterasas (DEF). Determinando ademas 2 juegos de
esterasas sobreproducidas (A2-B2 y A4-B4) que intervienen en la resistencia; siendo estas
encontradas en por lo menos el 50% de los insectos examinados, en otro 3% de los insectos
se encontraron acetilcolinesterasa insensible. Después de poner bajo presion con temephos
una muestra de las larvas por varias generaciones, se observd un incremento en la
resistencia de 9 veces. Encontrando en todos los mosquitos la esterasa A2-B2 y
acetilcolinesterasa insensible. Por otra parte revelaron Ja presencia de 3 genes de resistencia
para este insecticida (Cheik y Pasteur. 1993).

En Santiago de Cuba se estudié una cepa de Aedes aegypti para determinar sus niveles de
susceptibilidad y/o resistencia a insecticidas OP’s y piretroides, los resultados de dichos
bioensayos mostraron bajos niveles de resistencia a Fentién, Malathion y deltamentrina, se

obtuvieron moderados resuitados para temephos, metil-pirimifor y cipermetrina, y altos
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para clorpirifos. Se demostré que las énzimas esterasas juegan una funcién importante en la
resistencia a temephos y clorpirifos (Rodriguez ¥ Bisset . 1999).

En un anilisis comparativo de la resistencia a insecticidas en algunas cepas de Culex
quinquefasciatus mediante bionesayos y pruebas bioquimicas en larvas con y sin
sinergistas, se estudiaron los niveles de resistencia a OP’s, carba,matos y piretroides, y se
aprecid que después de seis afios de haber sido suspendida la aplicacién de malathién, atn
se mantiene la resistencia a este quimico. También se presentd resistencia cruzada a
propoxur y comienzan a desarrollarse mecanismos de detoxificacion para deltametrina. Los
mecanismos fisiolégicos mAs importantes resultaroln ser: esterasas elevadas con la
resistencia a malathion, AChE modificada para propoxur y oxidasas de funcién miltiple
para deltametrina (Rodriguez y Bisset. 1998),

Rodriguez y Bisset analizaron el comportamiento de la resistencia a insecticidas OP’s
(malathién, clorpirifos y pirimifosmetil ), 3 piretroides (deltametrina, lambdacialotrina y
cipermetrina ) y 1 carbamato (propoxur) en poblaciones de Culex quinquefasciatus
provenientes de Santiago de Cuba, los valores del factor de resistencia determiné que
existe resistencia a los piretroides y moderada para cipermetrina (Rodriguez y Bisset.

1998).
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5.-METODOLOGIA

5.1 Area de estudio

5.1. Localizacién geografica

El estado de Quintana Roo se localiza en la porcién oriental de la Peninsula de Yucatén,
colinda con los estados de Yucatan y Campeche, tiene frontera binacional con los paises de
Guatemala y Belice. Las coordenadas geograficas del Estado son: al norte 21° 37’ de latitud
norte, al sur sobre el paralelo 17° 49° de latitud norte, al este en el meridiano 86* 44" de
longitud oeste y al oeste 89° 24°52” de longitud oeste. La superficie total del Estado es de
50,844 Km?,, ocupando el 2.55 % del territorio nacional, que corresponde al decimonoveno
lugar entre los Estados de la Republica Mexicana. Quintana Roo se ha dividido en tres
regiones, en base a sus caracteristicas geograficas, integracion territorial, actividades
productivas, culturales y sociales (Figura 3) :

Zona norte.- Integrada por los municipios de Isla Mujeres, Benito Juarez, Cozumel y la
costa de Solidaridad.

Zona maya.- Constituida por los municipios de Felipe Carrillo Puerto, José Ma. Morelos,
Lazaro Cardenas y Solidaridad.

Zona sur.- Solo 1a integra el municipio dg Oton P. Blanco.
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5.2.Medio Fisico.
Clima
Existe una variacion minima en la temperatura del Estado durante todo el afio,
predominando los climas calidos, la temperatura promedio oscila entre 75.5° y 26.5° C,
con una temperatura mixima entre 36 °C y 38°C y /minima entre 12 ° y 14 °C. La
precipitacién pluvial anual varia de 1100 a 1500 mm; el verano y el invierno son los
periodos en los que la diversidad climética es mds evidente, debido a que se presentan
escasas, medianas y abundantes lluvias. La precipitacion media anual es de 1,200 mm..
Orografia
Relieve practicamente plano, con algunas colinas de tamafio pequeiic y numerosas
hondonadas; la altura promedio es de 10 metros sobre el nivel del mar. La principales
elevaciones son los cerros: Charro (230 msnm), Gavilan (210 msnm), Nuevo Becar (180
msnm) y El Pavo (120 msnm).
Hidrografia
El escaso relieve y la alta permeabilidad de las rocas calcdreas que forman la peninsula
impiden la existencia de corrientes de agua superficiales. El Rio Hondo es el anico rio de la
entidad, el cual forma la frontera natural con Belice. Existen cenotes ubicados en la linea
costera, entre los que destaca el Cenote Azul, y otros alejados de la costa; asi como 33

lagunas de las cuales la mas importante es Bacalar.
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Flora

La flora de Quintana Roo se compone de aproximadamente 1500 especies de plantas
vasculares, de las cuales se conocen actualmente 1350, entre las que destacan: el achioie,
algodén, anacahuite, chahaya, carrizo, coco, cocoite, maiz, mangle blanco, orquideas, palo
de tinte, pastos marinos, ufia de gato, margarita de mar, entre muchas otras.

Fauna

La fauna quintanarroense agrupa a los animales tipicos de clima célido-himedo y
vegetacién exuberante, Entres las especies mas significativas figuran:

Los mamiferos.- mono arafia, saraguato, puma, tejon, ocelote, tigrillo, 0so hormiguero,
murciélago, entre otros.

Las aves.- Pelicanos, garzas, pericos, palomas, tucén, gaviotas y zopilotes.

Los reptiles.- Iguanas, lagartijas y viboras.

Los peces.- Mero, cazon y sierra
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Fig. 3. Mapa del Estado de Quintana Roo. Municipios muestreados.
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5.3.Municipios muestreados

BENITO JUAREZ

El municipio de Benito Juarez tiene una extension de 1,664 Km? ; lo que representa el 3.27

% del territorio del estado.

Orografia |
Este municipio ocupa una parte de la planicie de la Peninsula de Yucatin. La mixima
elevacion sobre el nivel del mar alcanza apenas 10 metros, la superficie presenta una suave

inclinacién de oeste a este,

Hidrologia
El sustrato geologico esta formado por rocas calizas altamente permeables que impiden la

formacion de escurrimientos superficiales. Existen algunos cenotes y lagunas de éstas

destaca la Laguna de Nichupté.

Clima
Célido y subhiimedo con luvias en verano. La temperatura media anual oscila entre los
23.7 y los 27 ° C. El total anual de las lluvias oscila entre los 1000 y 1300 mm. Predominan

los vientos del este y sureste; durante el verano la zona se ve afectada por tormentas

tropicales y ciclones.
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Localizacion

El municipio se localiza en la zona norte del Estado, entre las coordenadas extremas 21°
22’ y 20° 43’ de latitud norte; al este 86 © 44’ y al oeste 87° 19, Tiene como li,mitesl, al
norte con los municipios de Lazaro Cardenas e Isla Mujeres y el Mar Caribe; al este y al sur

con el Mar Caribe y con los municipios de Solidaridad y Lazaro Cardenas, y al oeste con el
municipio de Lazaro Céardenas,

COZUMEL

Extension

El municipio de Cozume] tiene una extension total de 647.33 Km? ; lo que representa ¢l
1.27% del estado. Comprende la isla de Cozumel, islotes y cayos adyacentes; en la zona
continental se localizan las instalaciones de CALICA y el parque ecoldgico de Xel-Ha. La

isla tiene alrededor de 39 Km. De largo y una anchura media de 12.8 Km.

Orografia

Constituye una planicie sin elevaciones importantes, que no llegan a méds 20 metros de

altura.
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Hidrologia

No existen corrientes superficiales de agua debido a la permeabilidad del suelo. En la zona
sur se localizan entradas de agua marina, conocidas como lagunas, denominadas Laguna

Colombia, Laguna Ciega y Chankanab, todas ellas de agua salobre. Se tiene algunos

cenotes de agua dulce.

Calido himedo con abundanies lluvias en verano. La temperatura promedio anual es-de
25.5 °C y las precipitaciones alcanzan los 1 504 mm anuales. Los ciclones afectan de

manera importante, aumentando la cantidad de lluvias que se presentan en el verano.

Localizacion

Cozumel se localiza en una isla, entre las coordenadas extremas, al norte 20° 36°, al sur
20° 16’ de latitud norte; al este 86° 44’ y al oeste 87 © 20’ de longitud oeste. Tiene como
colindancias, al norte y al sur con el municipio de Solidaridad y el Mar Caribe; al este con

el Mar Caribe y al oeste con el municipio de Solidaridad. Su distancia aproximada de

Chetumal es de 314 Km. por tierra mas 14 Km. por mar.
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ISLA MUJERES

Extension

El municipio tiene una extensién de 1,100 Km? y comprende la Isla Mujeres, Isla Blanca,
Isla Contoy y una parte continental. Representa el 2.16% del total del territorio estatal ¥
ocupa el 7° lugar en el estado por su extension territorial. Isla Mujeres, que es la principal
isla y ademas de la cabecera municipal tiene una longitud de 7 Km. por un Km. en su parte
mas ancha,

Orografia

En la parte continental constituye un terreno plano sin relieves importantes y con un ligero
declive hacia el este. En la isla es un terreno plano con elevaciones no mayores de 20

metros y su constitucion estd formada en su mayor parte por piedra caliza.

Hidrografia

El municipio no tiene corrientes superficiales de agua y se consideran tres lagunas: la
Laguna Conil, compartida con el municipio de Lazaro Cardenas; la Laguna Chakmochuk y
la Laguna Macax, que en realidad son entradas del Mar Caribe. Se localizan algunos

cenotes de agua dulce.
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Clima

El clima es célido subhumedo con lluvias en verano, la precipitacion pluvial anual
promedio es de 1,041,7 mm, con influencia de los ciclones en verano y otofio. La
temperatura media anual es de 27.4 °C,

Localizacion

El municipio tiene como coordenadas extremas al norte 21° 39°; al sur 21° 08’ de latitud
norte; al este 86° 42° vy al oeste 87 © 13’ de longitud oeste, Sus colindancias son al norte
con el Golfo de México y el Mar Caribe, al este y al sur con el Mar Caribe y el municipio

de Benito Juarez y al oeste con el municipio de Lazaro Cardenas. Su distancia aproximada

de Chetumal es de 385 Km. por tierra mas 7 Km. por mar.

LAZARO CARDENAS

Extension

El municipio tiene una extensién de 3 881 Km? y representa el 7.6 % del total del estado.

Ocupa el quinto lugar en extensién en el Ambito estatal.

Orografia

La superficie del municipio es una planicie constituida por rocas calizas con una micro
topografia accidentada cuyas elevaciones no sobrepasan los 25 metros sobre el nivel del

mar, con una inclinacién al Golfo de México y el Mar Caribe.
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Hidrografia
Por la formacion del suelo, a base de roca caliza permeable, no existen escurrimientos de

aguas superficiales. La principal Laguna es Conil, también conocida como Yalahau y Punta

Laguna en el sur.

Clima

Cilido subhiimedo con lluvias en verano, la temperatura media anual es de 24.6°C y la
precipitacion pluvial promedio anual es de 1,365.3 mm.

Localizacién

El municipio de Lazaro Cardenas se localiza con las coordenadas extremas al norte 21° 36’,
al sur 20° 36’ de latitud norte, al este 87° 41° de longitud oeste. Tiene una colindancia; al
norte con el Golfo de México, al este con los municipios de Isla Mujeres, Benito Juarez y

solidaridad, al sur con el municipio de Solidaridad y al oeste con el estado de Yucatan.

SOLIDARIDAD.
Extension

El municipio cuenta con una extension de 4,245.67 Km2, lo que representa el 8.35% de la

superficie del Estado.

Orografia

El municipio se encuentra sobre una planicie de origen tecténico, las maximas elevaciones

son inferiores a los 25 metros sobre el nivel del mar, estas elevaciones disminuyen hacia la

zona de la costa.
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Hidrografia

La roca caliza, sumamente permeable, que forma el suelo de esta regién no permite la
existencia de corrientes de aguas superficiales, pero existen varias lagunas, en la parte sur
del municipio, denominadas Laguna La Uni6n, Cl}umpoko, Laguna Campechen, Boca
Paila, San Miguel y Catoche; en la parte oeste del municipio se localizan las lagunas: Cob4,

Verde y Nochacam.
Clima

El clima del municipio es calido subhiimedo con lluvias en el verano de mayor humedad.
La temperatura media anual es de 26° C. Los vientos predominantes son los del sureste. La
precipitacién pluvial anual oscila entre los 1,300 y los 1,500 milimetros-eomrestavionde
lluvia de marzo a octubre. El clima se ve afectado por los ciclones, que aumentan la

precipitacion sobre todo en el verano.

Principales ecosistemas

La vegetacion se conforma de selva mediana subperennifolia y subcaducifolia, y selva baja
subperennifolia, que son particularmente valiosas para la explotacién forestal debido a la
presencia de maderas preciosas como la caoba y el cedro. Por otra parte, en zonas proximas
a las &reas inundables y al mar se han desarrollado comunidades de manglares, aunque la

superficie que ocupan es relativamente pequefia. La zona costera posee manchones de

vegetacion de dunas.

Dentro de la amplia riqueza de especies de flora detectadas en la zona se encuentra arboles

de: zapote, ramén, chechén, chacah, cedro, ya’axche, kitanche, papaya, sa’kbob, mahahau,
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hiraea obovata, bisil, mansoa verrucifera, tatsi, habin, kaniste, guaya y palma chit, todas
distribuidas y presentes en el corredor Canclin - Tulum, En la orilla de la costa se localizan
areas de manglar y algunas ciénagas con especies tales como el mangle rojo y el mangle
blanco. En la zona de las dunas costeras existe predominio de la uva de mar, asi como la

palma cocotera entre otros. Las areas inundables o sujetas a inundacién presentan

vegetacion de tule.

Los animales de la region son en su mayoria de origen neotropical, sin embargo estan
presentes animales de origen neartico como el venado. Los principales grupos
representados son los anfibios, reptiles, aves y mamiferos. Se detectd la presencia de 309
especies en el corredor Canciin - Tulum de las cuales las aves son las més difundidas de
todas. Estas se encuentran representadas por zanates, garzas blancas, colibries ademads de
pequefios mamiferos como la zorra gris, ardillas, ratones, tlacuaches y murciélagos; que

junto con la gran variedad de fauna marina representan un recurso importante de la

localidad.

Como érea natural protegida se tiene el Parque Nacional Tulum, con lo cual se conserva el

medio ambiente de la zona arqueologica.

Asi mismo, forma parte de la reserva llamada el Gran Arrecife Mesoamericano para

proteccién de las dreas de coral desde Quintana Roo hasta Honduras.
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Recursos naturales

Los principales recursos naturales del municipio son la selva con sus diferentes especies
maderables y la explotacion del chicle, la fauna marina, las playas, arrecifes coralinos y el

mar de incomparable belleza. Existe potencial para la fruticultura y actividades pecuarias.

Caracteristicas y uso del suelo

Los suelos de rendzina son los mas extendidos, se presentan en 4reas de poca pendiente;

son suelos de poca profundidad, con buena estructura, drenaje y aireacién, erosionable

facilmente por el aire y lluvia excesiva.

Las zonas proximas a las playas estan formadas por areniscas calcareas de origen marino,
que forman regozoles y arenosoles. Predominan asimismo los litosoles y luvisoles. En
general, los suelos predominantes en el municipio son los litosoles y redzinas, que son poco

desarrollados, por lo que no son aptos para la agricultura, su potencial es forestal y

ganadero. En el sureste también se encuentran terrenos salinos.

5.4 Obtencién del material bioldgico
Se colectaron huevecillos de Aedes aegypti en los municipios en estudio, colocando
ovitrampas en criaderos ya conocidos, como depésitos de agua potable, charcas, floreros en
panteones, en talleres de vulcanizadoras, cacharros peridomiciliarios ( Fig. 4). El material

colectado se transporté al laboratorio de Entomologia médica de la UANL para su
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reproduccion en el insectario (Fig.5) bajo medios controlados de temperatura, humedad y

alimento.

5.4.1. Manejo del material biolégico

Los huevecillos colectados en los municipios se colocaron en charolas de plastico de
30x20 con agua para que eclosionen las larvas, posteriormente se les aliment6 con alimento
balanceado para perros y agar-cerebro-corazon en una mezcla finamente molida, asi como
levadura para un buen desarrollo larvario. Una vez que pasaron los cuatro estadios
larvarios, las pupas se transfirieron a vasos de plastico de 250 ml de capacidad, con agua, y
fueron colocadas en jaulas de cria de 50x50 cms. Una vez que los mosquitos emergieron y
que pasé el estado teneral, se alimentaron con agua y miel al 10% en algodones
impregnados. A las hembras aduktas se les aliment6 con sangre de raton para estimular la
produccién de huevecillos, hasta obtener una colonia que representd cada uno de los
municipios muestreados, Una vez que se establecieron las colonias se comenzd a extraer
de las jaulas las hembras y machos (60 de cada uno) con un dia de vida y sin alimentar, los
cuales fueron colocados individualmente en viales enumerados, separados por sexo y
municipio muestreado y se colocaron para su congelacién a —70°C hasta completar la

cantidad de mosquitos necesarios para iniciar las pruebas bioquimicas.
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Figura 4. Sitios donde se colectaron las muestras




Figura 5.- Insectario del Laboratorio de Entomologia Médica de la UANL.
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5.4.2. Pruebas bioquimicas en microplacas

Enzimas de Resistencia (ensayos en Microplacas Brogdon et.al., 1984, 1988, 1990, 1997).
Se homogenizaron individualmente los mosquitos en 100 ./ de buffer de fosfato ( 0.01 M

pH 7.2) y se diluyeron a 2 ml con el mismo buffer, cada prueba se hizo por triplicado.

€c6eEE N
$666660

Figura No, 6 Microplaca en la cual se aprecia una reaccidn para oxidasas,
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5.4.3. Alfa y Beta esterasa

Esta prueba midio los niveles presentes de alfa y beta esterasa presentes en cada mosquito.
Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

1.Se homogenizé cada mosquito en buffer de fosfatos.
2. Se Coloco 100 ml del homogenato del mosquito en cada pocillo.

3. Se afiadid 100 ml de B-naphthyl acetato en cada pocillo.

4, Se incubd a temperatura ambiente por 20 minutos.

5. Se aiiadié 100 ml de Dianisidina a cada pocillo.

6. Se incubd por 4 minutos y se ley6 utilizando un filtro de 540 nm en el lector de micro
placas.

Para alfa esterasas se siguen los mismos pasos pero en vez de B-naphthy! acetato se utiliza

a-naphthy] acetato.

Figura No. 7. Reaccion para B-esterasas
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5.4.4. Oxidasas
Mide los niveles de peroxidasas presentes.
1. Se colocé 100 ml de homogenato de mosquito en cada pocillo
2. Se afiadi6 200 ml de TMBZ (3,3',5,5"-Tetramethyl-Benzidine Dihydrochloride).
3. Se afiadi6 una gota de H20O2 al 3% en cada pocillo.
4. Se incubd por 10 minutos. Después de este tiempo se leyd en un lector para microplacas

utilizando un filtro de 620 nm.

Figura No. 8.- Reaccion para oxidasas
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5.4.5. Glutatiéon S Transferasa

Midio los niveles de Glutation-S-Transferasa presentes.

1. Se Colocd 100ml del homogenato de mosquito en cada pocillo
2. Se aiiadi6 100 ml de Glutation reducido.

3. Se afiadi6 100 ml de cDNB (1-chloro-2,4'-dinitrobenzene)

4. Se ley6 inmediatamente (T,) en un lector para microplacas utilizando un filtro de 340
nm,

5. Se ley6 nuevamente la placa a los 10 minutos (T, ,)* utilizando el mismo filtro.

6. Se resto T, de la lectura del Tyo para analisis.

7. Se registro éste iltimo valor en la base de datos.

*NOTA: El tiempo de lectura dependera de la dilucion del homogenato, mientras mas

diluido mayor debera ser el tiempo

Figura No. 9.- Reaccion para Glutation —S-Transferasa.
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5.4.6. Acetilcolinesterasa

Midié la cantidad de acetilcolinesterasa presente.
1. Se colocd 100mi del homogenato de mosquito en cada pocillo.
2. Se afadio 100 ml de ATCH (Acetylthiocholine iodide)
3. Se aftadidé 100 ml de DNTB (Dithio-bis-2-nitrobenzoic acid)
4. Se ley6 inmediatamente (T,)) en un lector para microplacas utilizando un filtro de 414
nm,
5. Se ley6 nuevamente la placa a los 20 minutos (T,,) utilizando el mismo filtro

6. Se rest6 T( de la lectura del T,, para analisis.

Figura No. 10.- Reaccion para Acetilcolinesterasa.
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5.4.7. Aectilcolinesterasa insensible

Determiné si estaba presente el sitio alterado de la acetilcolina.
1. Se colocé 100ml del homogenato de mosquito en cada pocillo.
2. Se afiadié 100 ml de ATCH (Acetylthiocholine iodide) mas propoxur
3. Se afiadio 100 ml de DNTB (Dithio-bis-2-nitrobenzoic acid)
4. Se leyé inmediatamente (Tg) en un lector para microplacas utilizando un filtro de 414
nm.
5. Se leyd nuevamente la placa a los 20 minutos (T,,) utilizando el mismo filtro

6. Se restd Ty de T para los analisis,

Figura No. 11.- Reaccion para Acetilcolinesterasa insensible.
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5.5. Analisis de resultados.

Una vez obtenidos los registros de absorbancia para cada enzima por triplicado para cada
mosquito y por localidad, se cred una base de datos en Excel, en donde se concentraron los
resultados. Ahi se calcul6 el promedic de los valolres ide absorbancia por mosquito, se
calculé ademas varianza y correlacion. Los resultados se organizaron en distribucion de
frecuencias, considerando como variable 1a absorbancia y la frecuencia como el nimero de
mosquitos. Se establecié el umbral de tolerancia o limite de resistencia, considerando los
valores maximos de absorbancia que pasa cada enzima se obtuvieron en la cepa New
Orleans. En base a éste valor se concluy6 la proporcion de tolerancia que existe en las
poblaciones estudiadas en base a cada mecanismo (enzima).

Se realizd Anova, ( .05 y «.01 ) para determinar diferencias en la actividad enziméatica

entre las poblaciones estudiadas.
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6.- Resultados y Discusiones

6.1, Actividad enzimatica y Umbral de Tolerancia.
Los resultados de los niveles promedio maximos de absorbancia para la cepa susceptible

New Orleans, se muestra en el cuadro No.2 y en base a éstos resultados se determiné el

umbral de resistencia o limite de resistencia.

Cuadro No. 2 .-Niveles promedio maximos (Umbral de tolerancia) de absorbancia en cepa

susceptible New Olreans.
"Enzimas | Hembras | Machos

‘aesterasas ! 065 | 060
- Besterasas 094 1.02
‘Oxidasas 0.16 0.11
Acetilcolinetsrasa | 027 | 027
Acetilcolinesterasa 0,02 S 0.02
- insensible
Glutatién S transferasa | 0.23 0.16




6.1.1.Niveles promedio miximos de absorbancia para la poblacion de Benito Juirez.

Los machos de esta comunidad en relacién con la cepa susceptible, se aprecia en el cuadro
No. 3, demostrando que los niveles miximos de a esterasas, P esterasas, oxidasas y GST
estuvieron por debajo del limite de resistencia, y que la uinica enzima que salio igual que la
cepa susceptible fue AChE insensible; en tanto que su variante hembras, los niveles
maximos de absorbancia para o esterasas, AChE insensible, estuvieron por encima de la

cepa susceptible, sin embargo, las enzimas AChE y GST se presentaron por debajo del

umbral de resistencia.

Cuadro No. 3.- Niveles promedio maximos de absorbancia para cada enzima para la

comunidad de Benito Juirez comparada con la cepa susceptible

Enzimas 1 New Orlenas |- Benito Juarez | New Orleans '; Benito Juirez I
| Machos machos |  hembras hembras |

o esterasas |  0.60 | 0.56 | o065 | o088 |
B esterasas | 102 | 091 | o094 | 134 |
Oxidasas | o1l | 010 | o016 | 021 |
AChE | 027 | 0.19 | 027 | 0.21 |

AChE ins. | 0.02 | 002 | 002 | 0.06 ]
GST | 0.16 | 014 | 0.23 | 0.12 [
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6.1.2. Los niveles promedio maximos de absorbancia para la comunidad de Cozumel.
La poblacion de Cozumel, machos y hembras en relacion con la cepa susceptible se observa
enel cuadro No. 4, en el cual podemos apreciar que la actividad enzimatica para las
o esterasas, P esterasas, Oxidasas y GST se mantuvo por arriba de los niveles
establecidos como umbral de resistencia, y que la actividad de la AChE insensible fue la
misma que para la cepa susceptible, sin embargo los niveles de AChE se mantuvieron por
debajo. En su variante hembras; o esterasas, B esterasas y oxidasas se presentaron por arriba
del umbral de resistencia, el AChE y GST se mantuvo por debajo de los niveles de la cepa

susceptible, dando las mismas mediciones para la AChE insensible.

Cuadro No. 4.- Niveles promedio miximos de absorbancia para cada enzima para la

comunidad de Cozumel comparada con la cepa susceptible.

Enzimas | New Orleans | Cozumel | New Orleans l Cozumel l:
machos machos |  hembnras hembras |

aesterasaéjz 0.60 ] 061 ] 065 J 0.94 |
" Pesterasas | 102 | 125 | 094 | 125 |
Oxidasas | 011 | 043 | o016 | " 020 |
AChE | 027 | 023 | 027 | 022 |
AChEims. | 002 ] 002 ] o002 | o002 |
GST | 016 | o018 | 023 | 015 |
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6.1.3. Niveles promedio maximos de absorbancia para la comunidad de Isla Mujeres.

Estos niveles en relacién con la cepa susceptible se observan en el cuadro No. 5, en donde
solo los valores de las oxidasas se encuentran por encima del umbral de resistencia en la
variedad machos y el resto de las enzimas estan por debajo de la cepa susceptible, y en los
mosquitos hembras de esta comunidad la actividad epzimatica para P - esterasas y
oxidasas estuvo por arriba del limite de resistencia y el resto de las enzimas ( a esterasas,

|
AChE, AChE ins.,y GST) por debajo de la cepa susceptible.

Cuadro No.5.- Niveles maximos de absorbancia para cada enzima para la comunidad de

Isla Mujeres comparada con la cepa susceptible.

Enzimas . New Orleans | Isla Mujeres | New Orleans ‘ Isla Mujeres 1
machos | machos hembras | hembras

"g-esterasas | 060 | 048 | 065 | 046 |
p-esterasas | 1.2 | 092 | o094 | 101 |
Oxidasas | 011 | 022 | o016 | 019 |
ACRE | 027 | 013 | 027 | 019 |
AChE ins. | 002 | 0005 | 002 | 001 |
GST | 016 | 002 | 023 | 002 |
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6.1.4. Niveles promedio miximos de absorbancia para la comunidad de Lazaro
Ciardenas. Estos niveles comparados con la cepa susceptible se puede apreciar en el
cuadro No.6, observando que la actividad enzimitica para a-esterasas, B—estcrasas; y
oxidasas estuvo por encima del umbral de resistencia de la cepa susceptible y que la AChE
insensible presenté la misma absorbancia que la New Orleans, y la AChE y GST se
mantuvo bajo en relacién con la cepa en comparaciéon en su variedad machos. En la
actividad enzimatica de las hembras de esta comunidad mostrd ser mds alta en
o - esterasas, oxidasas y AChE insensible, y el resto de las enzimas (B-esterasas, AChE y

GST ) se mantuvo por debajo del limite de resistencia.

Cuadro Noe. 6.- Niveles promedio maximos de absorbancia para cada enzima para la

comunidad de Lazaro Cardenas en comparacidén con la cepa susceptible.

Enzimas | New Orleans | Lizro Cardenas | New Orleans | Lazaro Cardenas |
machos machos hembras hembras |

aesterasas | 060 | 0.95 005 | o066 |
Pesterasas | 102 | 155 | 09 | 068 |
Oxidasas | 011 | 0.28 | o016 | 022 ]
ACRE | 027 | o015 | 027 |} = 023 B
AChEins. | 002 | 0.02 | 002 | 0.03 1
 GST__ | o016 | 0.14 | 023 | 018 |
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6.1.5. Niveles promedio méiximos de absorbancia para la comunidad de Solidaridad en
relacion con la cepa susceptible,

Estos niveles se pueden apreciar en el cuadro No. 7, donde podemos observar que las
enzimas que estan por arriba del umbral de resistencia son solo las oxidasas y AChE
insensible, y que la a - esterasa est4 igual que la cepa susceptible, y p-esterasa, AChE y
GST estan por debajo del limite de resistencia en machos, La actividad enzimética en
hembras solo en una enzima se mantuvo igual que la comparativa y fue AChE insensible,

|
el resto fue menor que la cepa susceptible.

Cuadro No. 7.- Niveles promedio maximos de absorbancia para cada enzima para la

comunidad de Solidaridad.

Enzimas ’ New Orleans | Solidadridad | New Orleans | Solidaridad |
machos machos hembras hembras

_a-esterasas | 060 | 060 | o0es | o055 ]
B-esterasas | 102 | 100 | 094 | 092 |
Oxidasas | 011 | .18 | 0.16 | 0.11 |
AChE | 027 | 0.13 | 027 | 019 |
~ AChE ins. | 002 | o004 | 0.02 | 002 |
GST | 016 | 009 | | |

0.23 10.09
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6.1.6. El numero de mosquitos que estin igual o por encima del limite de resistencia
de la cepa susceptible en su variedad machos.
En el cuadro 8, se puede apreciar la frecuencia de la poblacion, vemos que el nimero de
individuos de la cepa susceptible que reportaron el mayor nivel de absorbancial es
relativamente bajo en relacién con los individuos estudiados, podemos apreciar que para a-
esterasas el nimero de mosquitos para Cozumel y Lazaro Cardenas fue mas alto que la
susceptible en machos e igual para la comunidad de Solidaridad. Para las B-esterasas, el
nimero de individuos de la comunidad de Cozumel y Lazaro Cardenas estuvieron muy por
encima de la cepa susceptible donde solo hubo dos individuos, el resto de las comunidades
(Benito Juarez, Isla Mujeres y Solidaridad) estan por debajo de Ia cepa susceptible. En
cuanto a las oxidasas, el namero de individuos fue mayor en casi todas las comuaidades a
excepcion de Benito Judrez donde fue menor que la cepa susceptible, Para la AChE no
hubo individuos con actividad, aunque el nimero de susceptibles fue de 1. Para la AChE
insensible, el mimero de individuos de todas las comunidades en estudio, estuvo por
debajo de la cepa susceptible y para GST solo en la comunidad de Cozumel se reporté una
elevacién en el mimero de individuos por encima del mimero de individuos de la cepa
susceptible.

Cuadro No. 8.- Numero de mosquitos que estin igual o por encima del limite de
resistencia de la cepa susceptible en su variante machos,

~ Ewzimas | BJ. | Coz | LIM.| L.C.| So. | N.O.
e | 0o} 21} o 60 | 1 1 |
esierasas : !
Pesterasas | © 40 | o i8] o 2 |
_Oxidasas | 0 | 30 | 16 | 11 f 30 | 1 |
AGE | o | o] o o] o 1 |
A | 1 | 1 | o] 1| 3| 4 |
6t ) o | 4] 0] 0o o) 1 |




6.1.7.El nimero de mosquitos que estin igual o por encima de la cepa susceptible en
su variante hembras se puede observar en el cuadro 9, donde vemos que en las a-esterasas
el 100 % de los individuos para la comunidad de Benito Juarez y Cozumel estan por encima
del mimero de la cepa susceptible. Para las P-esterasas en las comunidades de Benito
Juarez y Cozumel el nimero de individuos estd muy por encima de la cepa New Orleans,
Para las oxidasas la cepa susceptible tuvo 3 individuos con el grado de absorbancia mis
alto al igual que Benito Juarez e Isla Mujeres, sin embargo hubo un incremento en Cozumel
y se acentio en la comunidad de Lazaro Cardenas. Para la AChE al igual que para la GST
no se present¢ actividad por encima de la cepa susceptible. Para la AChE insensible el
namero de individuos de todas las comunidades s¢ presentd por debajo de la cepa New

Orleans.

Cuadro No 9.- Niimero de mosquitos que estan igual o por encima del limite de resistencia

de la cepa susceptible en su variante hembras.

Enzimas B.J. l Coz. | LM 1 LC. | Sol l N.O.
westerass | 60 | 60 | 0 | 2| o0 | 2
Besterasas | 59 | 60 | 1 | o | o | 1|
Oddasas | 3 | 5 | 3 | 40| o | 3 |
ACRE | 0 | o0 | o } o] o | 1
AchEins | 3 | 4 | o [ 3 ([ 1 | 9
6T | o | o | o | o} o | 1]
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En el cuadro 10 se registra la proporcion de tolerancia por enzima, por localidad y por

sexo segln comparacion con la cepa de referencia New Orleans.

Cuadro No. 10.- Porcentaje de mosquitos que estan igual o por encima de] limite de

resistencia de la cepa susceptible.

“ B.Juarez | Cozumel | LMujeres | L.Cirdenas | Solidaridad | N.Orleans
zime | 3 Q@ 3}t | & ¢ & 9}5|i9'aj?9
cesterasas | | 100% | 333% | '100% | ] | 100% ] 333% "'1'.66%"‘ ] 1.66% | 3.33%
Pesterasas | | 983% | 66.6% | loos | | 1.66% | 633% . '333% [ 1.66%
Oxidasas | | 5% | 50% | 833%| 266%| 5% | 18.33% | 66.6% | 50% ] 1.66% ] 5%
— : : . _
Y e T S N O s s S TTARTTR
AchEins. | 166% | 5% | 1.66% | 6.66% 166% | 5% 5% 1.66% | 6.66% | 15% |
- : : ' ' ,

Gsr | |77 ]{'6.66% l I Bt T 1 1 166% | 1.66%

R
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6.2, Comparacion de poblaciones en base a su actividad enzimatica.

6.2.1.-Comparacién dea esterasas machos entre las poblaciones. En el cuadrol8 del
anexo, podemos apreciar que las dos poblaciones que presentaron sus medias mds altas que
la cepa susceptible fueron Lazaro Cardenas con 0.7548 (A), encontrandose una diferencia
significativa con su subsiguiente Cozume] con 0.5475 (B), sin embargo no hubo diferencia
significativa con la cepa susceptible quien presentd una media de 0.5408 (B),si
comparamos éstas cifras con las graficas de la figura 12 vemos que esto coincide. Esto nos
demuestra que las poblaciones de Lazaro Cardenas y Cozumel presentaron el mas alto nivel
de actividad enzimatica que el umbral de resistencia establecido por la cepa New Orleans,
por lo tanto éstas dos poblaciones presentaron una mayor resistencia a los insecticidas para
los cuales opera €éste mecanismo como lo son OP’s, Carbamatos y Piretroides. Los niveles
de actividad enzimdtica de las tres poblaciones restantes ( B. Juarez, Solidaridad e Isla
Mujeres ) estuvieron por debajo del umbral de resistencia establecido.

6.2.2.- Comparacién def} -esterasas machos entre las poblaciones. En el cuadro 19 del
anexo observamos que entre las poblaciones de Lazaro Cardenas y Cozumel hubo
diferencia significativa en sus medias, presentando la poblacion de Lazaro Cardenas una
media de 1.1987 (A) y Cozumel, 1.0396 (B), pero éstas dos poblaciones fueron las que
presentaron mayor actividad enzimatica por encima del limite de resistencia establecido por
la cepa New Orleans quien presenté una media de 0.9645 (C). Entre el resto de las
poblaciones en estudio, hubo diferencias significativas pero todas demostraron tener menor
actividad que el umbral de resistencia ya mencionado. En las graficas de la figura 13

podemos comparar lo anterior, la poblacion de Lazaro Cardenas presentd su mas alto nivel
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de absorbancia en 1.55 y la poblacion de Cozumel en 1.25, cuando el limite de resistencia
establecido por la cepa susceptible fue de 1.02. El resto de las poblaciones estuvieron por
debajo del umbral de resistencia. En conclusion, las dos poblaciones, Lazaro Cirdenas y
Cozumel tuvicron el nivel m4s alto de resistencia a los insecticidas en los cuales opera Este
mecanismo B-esterasa como lo son OP’s, Carbamatos y Piretro idees.

6.2.3.- Comparaciéon de oxidases machos entre las poblaciones, En los resultados de
comparacion de medias del cuadro 20 del anexo podemos encontrar que entre las
comunidades de Cozumel con una media de 0.1200 (A) y la de Solidaridad con una media
de 0.1064 (B) hubo una diferencia significativa y que entre ésta y la poblacién de Isla
Mujeres con una media 0.0994 (B) no hubo diferencia significativa, de todos modos las tres
poblaciones antes mencionadas demostraron tener la mayor actividad enzimatica que la
cepa susceptible quien presemté su media en 0.0872 (C), las dos poblaciones restantes,
Lazaro Cirdenas y Benito Judrez, estuvieron por debajo del umbral de resistencia
mencionado. Si comparamos esto con la figura 14 de las grificas, podemos apreciar lo
mismo; pues el nivel més alto de absorbancia lo presento Cozumel con 0.43, seguido por
Lazaro Cardenas con 0.28 y la poblacion de Isla Mujeres con 0.22 en orden decreciente.
Esto nos demuestra que las poblaciones de Cozumel e Isla Mujeres presentan mayor
resistencia a loa insecticidas OP’s, Carbamatos y Piretroides en los cuales opera éste
mecanismo.

6.2.4.-Comparacién de AChE machos entre las poblaciones. En el cuadro 21del anexo,
podemos observar en la comparacién de medias para estas pruebas bioquimicas que la cepa
susceptible New Orleans, present6 el nivel mas alto con una media de 0.2202 (A) haciendo
una diferencia significativa entre ésta y su subsiguiente Cozumel con una media de 0.1582

(B). Entre las comunidades de Benito Juarez y Lazaro Cirdenas no hubo diferencia
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significativa, pero aun asi ninguna poblacién demostrd estar por encima del umbral
establecido, esto lo podemos corroborar en la figura 15 donde las graficas nos demuestran
lo antes mencionado. La cepa New Orleans presenté su absorbancia mas alta en 0.27
seguida de Cozumel con 0.23, Benito Juirez con 0.18, Lazaro Cardenas con 0.15 y
Solidaridad e Isla Mujeres con 0.13. Esto nos indica que muy probablemente éste
mecanismo aun no esta operando en las poblaciones en estudio y por lo consiguiente no han
desarrollado resistencia a los insecticidas para los que opera este mecanismo,
6.2.5.-Comparacion de AChE insensible machos entre las poblaciones. En esta prueba
bioquimica podemos observar en el cuadro 22 del anclxo en los resultados de comparacion
de medias que la tnica poblacién que resulté con el nivel mas alio de medias que la cepa
susceptible fue Cozumel con una media de 0.0078 (A), esto es para @.05, seguide por la
poblacién susceptible New Orleans. Para .01 no hubo diferencia significativa entre las
poblaciones. Si comparamos lo anterior con las grificas de la figura 16 podemos apreciar
que segun estas grificas el nivel mds alto de absorbancia fue presentado por la poblacion
de Solidaridad con 0.04 seguido por Cozumel y L. Cardenas con 0.02

6.2.6.- Comparacion de GST machos entre las poblaciones. Para la prueba bioquimica
correspondiente a Glutation-S-Transferasa, la cual podemos apreciar los resultados de
comparacion de medias en el cuadro 23 del anexo que entre las poblaciones de Cozumel y
New Orleans, hubo diferencias significativas, presentando el nivel mas alio de actividad
Cozumel, con una media de 0.1099 (A) y la cepa susceptible 0.1010 (B). Los niveles del
resto de las poblaciones en estudio estuvieron por debajo del umbral establecido. Si
hacemos una comparacion con la figura 17, podemos ver en las graficas que efectivamente
solo la poblacién de Cozumel presentd un nivel de absorbancia de 0.18, superior al de la

cepa susceptible que se tomo como umbral de resistencia 0.16, el resto de las poblaciones
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estuvieron por debajo de ésta. Por lo anterior expuesto es muy probable que estemos ante
una poblacién resistente (Cozumel) a Organoclorados, DDT y algunos OP’s, ya que altos
niveles de GST se asocia a resistencia a los insecticidas antes mencionados, aunque para
confirmarlo se deben realizar ensayos moleculares de metabolismo, de inhibiciéﬁ y
mediante el uso de sinergistas.

6.2.7.-Comparacién de a-esterasas hembras entra las poblaciones. En esta prueba
bioquimica en el cuadro 12 del anexo, podemos apreciar que la poblacién de Cozumel fue
quien presentd el nivel mas alto de actividad con una media de 0.8479 (A) y hubo una
diferencia significativa entre esta y la poblacion de Benito Juirez con una media de 0.7632
(B). Las cuatro poblaciones que presentaron el nivel mas alto de medias que la cepa
susceptible fueron Cozumel. B, Juarez, L. Cérdenas y Solidarided, y solamwate Isia
Mujeres fue mas baja que la cepa susceptible. En la figura 18 de las graficas, podemos
apreciar que la actividad enzimatica estuvo mas alta para Cozumel con 0.94 de absorbancia,
seguido por B. Judrez con 0.89 y L. Cirdenas con 0.66, demostrando la posible presencia
de resistencia de estas poblaciones a los OP’s, Carbamatos y Piretroides en donde actia
dicho mecanismo.

6.2.8.- Comparacién de f-esterasas hembras entre las poblaciones. Aqui observamos en
el cuadro 13 del anexo en los resultados de comparacion de medias que la poblacién de
Benito Judrez, presentd su media mas aita en 1.1990 (A) seguido de Cozumel con 1.1444
(B) entre las cuales hubo una diferencia significativa y sus medias estuvieron por encima
de la cepa susceptible la cual fue de 0.7913 (C), el resto de las poblaciones se presentd por
debajo de ésta, y en la figura 19apreciamos las graficas de absorbancia para las cuales la
poblacion de Benito Juarez presentd la absorbancia mas alta en 1.34 seguido de Cozumel

con 1.25 e Isla Mujeres con 1.01 y en 4° lugar la cepa susceptible New Orleans con 0.94,
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por lo consiguiente las poblaciones de Benito Juarez y Cozumel demostraron tener mayor
actividad enzimética y por lo tanto mayor tolerancia a los insecticidas OP’s, Carbamatos y
Piretroides, en los cuales opera el mecanismo para p-esterasas.

6.2.9.-Comparacion de oxidasas hembras entre las poblaciones. En los resultados de
comparacion de medias para estas pruebas bioquimicas las cuales se muestran en el cuadro
14 del anexo, podemos apreciar que la poblacién de Lazaro Cardenas fue quien presentd la
media mas alta con 0.1621 (A) seguido por la cepa New/Orleans con una media de 0.1236
(B) , el resto de las poblaciones estuvieron por debajo de ésta linea de resistencia, y en la
figura 20 apreciamos las graficas en las cuales si hubo cierta diferencia, ya que la cepa New
Orleans marc6é un umbral de resistencia en 0.16 de absorbancia, pero la poblacion que
presenté su nivel mas alto de actividad enzimatica fue Lazaro Cardenss com- una
absorbancia méxima de 0.22, seguida de Cozumel con 0.20, Isla Mujeres con 0.19 y B.
Juarez con 0.18, la unica poblacién que estuvo por debajo del umbral establecido fue
Solidaridad con 0.11. Con esto concluimos que la poblacion de Lazaro Cardenas fue quien
presenté el nivel mas alto de resistencia a los OP’s, Carbamatos y Piretroides.

6.2.10.- Comparacion de AChE hembras entre las poblaciones. En los resultados de
comparacion de medias que se muestra en €l cuadro 15 del anexo, observamos que todas las
poblaciones estdn por debajo de las cifras establecidas como umbral de resistencia por la
cepa susceptible New Orleans y lo mismo podemos apreciar en la figura 21 de las graficas
donde vemos que la cepa New Orleans establecié 0.28 de absorbancia como umbral de
resistencia, y todas las demas poblaciones marcaron por debajo de éstas cifras, demostrando
que éste mecanismo no esta actuando adn en las poblaciones en estudio.

6.2.11.- Comparacion de AChE insensible hembras entre poblaciones.- En la tabla de

comparacion de medias que observamos en el cuadro 16 del anexo, vemos que el nivel mas
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alto de actividad enzimatica lo present6 la cepa New Orleans con una media de 0.0091 (A)
pero no hubo diferencia significativa entre ésta y la poblacién de Cozumel con una media
de 0.0087 (A), el resto de las comunidades presentaron sus medias mas bajas que las
anteriores e incluso para a.01 no hubo diferencia significativa entre las comunidades' de
New Orleans, Cozumel, Isla Mujeres, Solidaridad y Lazaro Cardenas, sin embargo en las
graficas de la figura 22 apreciamos que la poblacion de Benito Juarez presenté una
absorbancia de 0.06 y la poblacion de Cozumel y L. Cardenas presentaron el mismo nivel
de absorbancia que la cepa New Orleans, que fue de 0.02, demostrando que en las
poblaciones en estudio ain no se encuentra operando este mecanismo.

6.2.12.- Comparacion de GST hembras entre poblaciones. En el cuadro 17 del anexo
observamos que para a.05 hube una diferencia significativa entre la cepa New Orleans,
quien present( el nivel de medias mas alto, que fue de 0.1207 (A) y la poblacion de Lazaro
Cardenas con una media de 0.1087 (B), pero todas las poblaciones comparadas estuvieron
por debajo del umbral de resistencia de la cepa susceptible, y si lo comparamos con la
figura 23, vemos que las graficas también muestran que dicha cepa fue quien presentd el
nivel mas alto de absorbancia con 0.23, por lo tanto este mecanismo tampoco se encuentra

operando en éstas poblaciones.
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6.3 Grificas de absorbancia y frecuencia en machos.

En las grificas paraa - esterasas machos, la cual se puede observar en la figura 12, la
cepa susceptible mostrd su nivel de actividad mas alto de absorbancia en 0.60 en un solo
individuo, (1.66%), pero la frecuencia mas alta fue de 0.53 con un nimero de individuos
de 12 ( 20% del total de la poblacion ). En base al nivel/mas alto de absorbancia de la cepa
susceptible se tomo como linea de resistencia. Para las comunidades de Cozumel,
Solidaridad y Lazaro Cardenas, presentaron los nivelels. mas altos que la cepa susceptible, y

las poblaciones de Isla Mujeres y Benito Juarez fue més bajo que la linea establecida.
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Figura No 12.- Distribucion de frecuencias de absorbancia en donde se indica la actividad
enzimatica de a-esterasas para machos de A. aegypti de diferentes localidades del Estado de

Quintana Roo.
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Las graficas para ff-esterasas machos se puede apreciar en la figura 13, en donde el nivel
miximo de absorbancia de la cepa susceptible se presentd en 1.02 y la frecuencia fue de 2
individuos, y la frecuencia maxima fue de 10 con una absorbancia de 0.99. Las poblaciones
de Benito Juirez, Isla Mujeres y Solidaridad estuvieron por debajo del umbral de
resistencia, sin embargo los de Cozumel y Lazaro Cardenas fueron mas altos que la cepa
susceptible.

Figura No. 13.-Distribucion de frecuencias de absorbancia en donde se indica la actividad

enzimatica de B-esterasas para machos de 4. aegypti de diferentes localidades del Estado de
Quintana Roo.
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