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RESUMEN

Se determiné la susceptibilidad al lambdacialotrina de las poblaciones naturales de Aedes aegypti con el
estado actual de las esterasas. Para ello se utilizaron 480 zancudos hembras de Ae. aegypti procedentes de
poblaciones naturales de Sullana (Piura) y Laredo (La Libertad) y una cepa de referencia Rockefeller. La
susceptibilidad fue determinada mediante el método de la botella propuesto por el CDC, para ello se establecid
un grupo control (etanol absoluto) y un grupo problema (lambdacialotrina 10pg/botella) con cuatro repeticiones
de 20 zancudos cada uno; las esterasas fueron determinados mediante un SDS — PAGE y sometidas a los
sustratos alfa naftil acetato y beta naftil acetato. Se encontré un elevado porcentaje de mortalidad de poblaciones
adultas de Ae. aegypti del distrito Laredo y Sullana al ser expuestos al insecticida; asimismo se identificaron 14
bandas de esterasas, de las cuales once presentan afinidad por el alfa naftil acetato y tres por el beta naftil
acetato; se identificd una esterasa con mayor intensidad de coloracion (E6). Por lo tanto, se concluye que las
poblaciones hembras de Ae. aegypti Laredo y Sullana presentan susceptibilidad a lambdacialotrina y que
presentan 13 bandas no comunes (El, E2, E3, E4, ES, E6, E7, E8, E10, E11, E13, E14) y una banda comun
(E12) en relacion a la poblacion Rockefeller.
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ABSTRACT

Susceptibility to lamdacyhalothrin in natural populations of Aedes aegypti with the current state of the
esterases was dtermined. To do this, we used 480 female mosquitoes Ae. aegypti from natural populations of
Sullana (Piura) and Laredo (La Libertad) and a reference strain of Rockefeller. The susceptibility of
lamdacyhalothrin was determined by the method of the bottle proposed by the CDC, for that it was set up a
control group (absolute ethanol) and a problem group (lamdacyhalothrin 10ug/bottle) with four repetitions of 20
mosquitoes each, the esterases were determined by SDS - PAGE and subjected to alpha naphthyl acetate
substrates and beta naphthyl acetate. We found a high percentage of mortality of the adult populations of Ae
aegypti from Laredo district and Sullana when exposed to the insecticide; also were identified 14 esterase bands,
eleven of which have affinity for the alpha naphthyl acetate and three by the beta naphthyl acetate, it was also
identified one strongly staining esterase (E6).Therefore, it is concluded that female populations of Ae aegypti
from Laredo and Sullana presented susceptibility to lamdacyhalothrin and present 13 no common bands (E1, E2,
E3, E4, ES, E6, E7, ES, E10, E11, E13, E14) and a common band (E12) regarding to Rockefeller population.
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INTRODUCCION

Los programas de control de vectores buscan interrumpir el desarrollo de mosquitos antropofilicos,
dentro de ellos Aedes aegypti, a través de estrategiasé!.23456, Una de las acciones prioritarias
realizadas por autoridades de salud es el control quimico; al ser utilizado en larvas y adultos es un
elemento indispensable para los programas de control del dengue. En la seleccion del producto
quimico y su concentracion adecuada se debe considerar el costo de aplicacion del insecticida, su
eficacia bioldgica contra el vector, la facilidad de manipulacion y aplicacion ademas de su toxicidad
en especies no involucradas’. Existen cuatro grupos de insecticidas que constituyen el 90% del
mercado en salud publica: los organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides.

Los piretroides interfieren con las funciones del sistema nervioso y actuan sobre el axon en los
sistemas central y periférico mediante la interaccion con los canales de sodio y su forma de accion
pueden ser de cuatro tipos: sobre-excitacion nerviosa sin contracciones musculares, dafio de los
nervios motores, contracciones musculares de larga duracion y obstruccion total de los impulsos
nerviosos. La muerte puede sobrevenir a causa de la combinacion de dos o mas de estos mecanismos o
de la sucesion de los cuatro3.

El insecticida lambdacialotrina es un piretroide fotoestable que afecta a la fibra nerviosa mediante
la unién a una proteina que regula el canal de sodio. Cuando los canales de sodio no pueden cerrarse
por accidn del insecticida, las células nerviosas producen descargas repetitivas y eventualmente causar
temblores seguidamente de pardlisis y muerte del insecto. Uno de los principales obstaculos en la
aplicacion del control quimico, lo constituye la resistencia que ha desarrollado este vector a una
variedad cada vez mas elevada de insecticidas organosintéticos!3-14. En la ultima década fueron
desarrolladas algunas pruebas bioquimicas que permiten la identificacion de las enzimas
detoxificadoras!®: la glutation — S — transferasas (GST), la superfamilia del citocromo P450
monooxigenasas (P450) y las esterasas (EST).

Las esterasas son hidrolasas que tienen la capacidad de romper enlaces éster de compuestos
xenobiodticos?’. Las esterasas son ubicuas e importantes en el metabolismo de diferentes clases de
compuestos exogenos y enddgenos, puesto que desempefian un ntimero crucial de funciones en el
desarrollo y conducta del insecto: degradacion odorante y funciones relacionadas en la digestion,
reproduccion y sintesis de muchas moléculas como las feromonas, pero la principal funcion es la de
proporcionar mecanismos de proteccion al convertir sustancias toxicas en hidrosolubles20.

La importancia de conocer el grado de susceptibilidad del insecticida empleado mediante
bioensayo (método CDC) es que se obtiene una respuesta toxicologica directa del Ae. aegypti a una
dosis del insecticida empleado; ademas, los datos obtenidos son integrados a una serie de pruebas
bioquimicas aplicadas a la misma poblacion de mosquitos. La electroforesis en gel de poliacrilamida
permite determinar los patrones de esterasas en las poblaciones en estudio mediante la presencia de
bandas de esterasas que fueron nombradas A o B, de acuerdo a la especificidad de la reaccion con los
sustratos inespecificos de la enzima a y B naftil acetato*.

El presente trabajo se logré comparar la susceptibilidad al lambdacialotrina de las poblaciones
naturales de Ae. aegypti con el estado actual de las esterasas como mecanismo de resistencia
empleando poblaciones naturales procedentes de la Provincia de Laredo (La Libertad) y de la
Provincia de Sullana (Piura).

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de insectos.

Se utilizoé una poblacion de Aedes aegypti recolectado de criaderos naturales en diferentes estadios
larvarios y pupas, en el distrito de Laredo de la provincia de Trujillo; Region La Libertad — Pert1 y del
distrito de Sullana de la provincia de Piura; Region Piura - Peru; y una cepa de referencia Rockefeller,
suministrada por el programa de entrenamiento y control de enfermedades tropicales (PECET -
Colombia) en estadio de huevo.

Insecticida utilizado.

Lambdacialotrina con 97,8% de pureza??, proporcionados por la Direcciéon Ejecutiva de Salud

Ambiental (DESA), procedente de sus respectivos lotes.



Se establecio un grupo problema (10ug/botella) de los distritos estudiados (Laredo y Sullana) y un
grupo testigo (etanol absoluto) para cada uno de ellos. Para la impregnacién del insecticida
lambdacialotrina y del etanol en las botellas de vidrio se usé el método de impregnacion de botellas
propuesto por Brogdon y Mac Allister33.

Los bioensayos se realizaron siguiendo el método de la botella del CDC33. Cada bioensayo
consistid en dos réplicas del tratamiento (Al y B1) y un testigo (T1) para cada poblacion en estudio;
una réplica estuvo representada por una botella donde se colocaron 20 hembras del mosquito G1 con
tres dias a doce dias de vida?! para exponerlo a la dosis diagnostica del insecticida (10 pg) y tiempo
diagnostico que se establecio a partir de la cepa de referencia Rockefeller (35 minutos).
Determinacion de alfa y beta esterasas mediante electroforesis.

Para determinar las esterasas inespecificas presentes en los especimenes de Ae. aegypti se
utilizaron los métodos propuestos por Rodriguez et af7-3.

RESULTADOS
En las Fig. 1 y Fig. 2 se detallan el porcentaje de mortalidad de las poblaciones de Ae. aegypti

procedentes de los distritos de Laredo (La Libertad), Sullana (Piura) y la cepa de referencia
Rockefeller expuestos durante 60 minutos al piretroide lambdacialotrina fuero similares (Figs. 1y 2).
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Fig. 1. Porcentaje de mortalidad en relacion al tiempo de adultos hembras e Aedes aegypti procedentes de los
criaderos naturales naturales del distrito de Laredo (Trujillo, Pert) y la cepa de referencia Rockefeller, expuestos
al insecticida lambdacialotrina (10g/botella) a través del método de la botella impregnada (CDC)
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Fig. 2. Porcentaje de mortalidad en relacion al tiempo de adultos hembras e Aedes aegypti procedentes de los
criaderos naturales naturales del distrito de Laredo (Trujillo, Pert) y la cepa de referencia Rockefeller, expuestos
al insecticida lambdacialotrina (10ug/botella) a través del método de la botella impregnada (CDC)
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Fig. 3. Patrones de esterasas no especificas en SDS-PAGE de adultos hembras de Aedes aegyupti procedentes
de criaderos naturales del distrito de Laredo (Trujillo, Pert), Sullana (Piura) y la cepa de referencia Rockefeller

c NC C NC C NC
do || Z [ Syl kefell
Laredo || — _ |4=g;3 Sullana Rockefeller
El2enp(— — El2upl — — E12 weppf — —
LLLLLIE 3B
[T} «EIO
EEEEE [ge=FQ
LLLLLRE S
LLLLL P ol
EEEEE | g G
ESep|nnnnn ESwsp| anunn
EEEER «E-‘
EEEEE «Es
mEEEE [g-ED
Elep (anmus
C: comunes, NC: no comunes. : alfa esterasa, —— - : beta esterasa.

Fig. 4. Diagrama de patrones de esterasas no especificas observadas en en SDS-PAGE (Fig. 3) de adultos
hembras de Aedes acgyupti procedentes de criaderos naturales del distrito de Laredo (Trujillo, Pert1), Sullana
(Piura) y la cepa de referencia Rockefeller

Tablal: Bandasde esterasasno especificas (ENE) observadas enpobladones adultas hembras naturales de dedes asgypriprocedentes delos
distritos de Laredo (La Libertad)y Sullana (Piura)vla cepa dereferencia Rockefeller.

Esterasas Movilidad relativa (Rm) Afinidad por el sustrato Intensidad
Poblaciones
Comunes No comunes Comunes No comunes Comunes No comunes Comunez No comunes
E5° El 0.730 0952 a—-NA a—-NA ++ +
E120c E2 0.238 0936 p-NA a—-NA + +
E3 0.888 a—NA ++
E4 0.777 a—-NA +
Laredo E6 0.634 p-NA +H+
E10 0523 a—-NA +
Ell 0.396 a—-NA +
E13 0.126 p-NA +
El4 0.111 p-NA +
E5? E7 0.730 0619 a—-NA o —NA + +
Sullana
E123¢ ES 0.238 0.603 p-NA a—-NA + ++
Rockefeller” E120c E9 0.238 0.587 p-NA a—-NA + +

a: Laredo, b: Sullana, c: Rockefeller; *: Cepa de Referencia



DISCUSION

El tiempo en los intervalos de observacion nos ofrece un seguimiento mas detallado de los
porcentajes de mortandad en los ensayos. Brogdon*! recomienda la lectura de datos cada 15
minutos. Valderrama et a?! realiz6 cada 10 minutos la medicion de datos. El presente trabajo
estandarizo la lectura de datos cada 5 minutos como se detalla en la Fig. 1 y Fig, 2. El rango
de edad establecido por la RELCOV (Red Latinoamericana en Control de Vectores) en su
protocolo del 2005 al emplear hembras adultas de primera generacion es de uno a tres dias de
edad; sin embargo, para la realizacion de este trabajo se utilizaron hembras de primera
generacion no mayores a 12 dias y no menores a tres dias siguiendo el parametro realizado
por Valderrama?!.

En el presente trabajo se determinaron el porcentaje de mortalidad en zancudos adultos
hembras de Ae. aegypti del distrito de Laredo y Sullana con la cepa de referencia Rockefeller
al exponerse a lambdacialotrina 10pg siguiendo el método de la botella del CDC3¢.La alta
mortalidad de hembras de Ae. aegypti de Laredo y Sullana, como se observa en las Fig 1 y
Fig 2 expuestas a este piretroide, puede deberse a que estos xenobidticos actiian uniéndose a
una proteina de los canales de sodio en el nervio provocando una lenta reaccion sobre el cierre
del canal de sodio, por tanto inducen una prolongacién de apertura del canal por lo que los
iones entran al axon en descargas repetidas causando excitacion y eventualmente paralisis, es
decir, una continua estimulacién nerviosa!l: 4. Actualmente casi todos los investigadores que
hablan de resistencia, coinciden en aceptar la hipotesis de la resistencia preadaptativa, lo cual
significa que los plaguicidas por si mismos no producen resistencia, pues lo que hacen es
simplemente seleccionar individuos resistentes ya presentes en la poblacion natural de la
plaga®, los cuales adquieren tal condicion genética, probablemente, debido a los factores
ambientales y no por el efecto de los insecticidas. Asi los individuos tolerantes confieren
resistencia a sus progenitores a través de los genes, por lo que las generaciones subsiguientes
del insecto serdn resistentes también al insecticida. Con este concepto, se puede tomar la
posibilidad que en las poblaciones de Ae. aegypti de los distritos de Laredo (La Libertad) y
Sullana (Piura) no exista individuos que hayan desarrollado resistencia y que el insecticida
esté actuando en el sitio blanco, es decir, que el componente activo de los insecticidas penetre
el exoesqueleto, que atraviese los tejidos intermedios, llegando a su diana y ejerciendo su
accion sobre éste sin ningun tipo de inconveniente, momento en el cual el insecto evidencia la
intoxicacion y cae derribado.

Las esterasas son consideradas como agentes indicadores de resistencia cuyos mecanismos
de degradar compuestos piretroides es importante en la presentacion de resistencia y su
evaluacion debe ser cuidadosamente analizada. Estas enzimas son herramientas importantes
para el andlisis de la diferenciacion genética y las relaciones evolutivas de los insectos, sobre
todo en los estudios bioquimicos y ecologicos. En el presente trabajo, las esterasas han sido
identificadas mediante su metabolismo al alfa y beta naftil acetato, las cuales sirven para
clasificarlas como alfa esterasas y beta esterasas respectivamente. Se obtuvo la movilidad
relativa de cada banda con la finalidad de clasificar las enzimas estudiadas como se aprecia en
la Tabla 1. siguiendo la metodologia propuesta por Sousa et al*2. Se identificaron un total de
14 bandas, de las cuales once presentan afinidad por el sustrato alfa naftil acetato y tres por el
beta naftil acetato (Tabla 1). La medicion de la actividad de las esterasas en las poblaciones
naturales de Ae. aegypti procedentes de los distritos de Laredo (La Libertad) y de Sullana
(Piura) es importante en el seguimiento de los mecanismos de resistencia al insecticida
piretroide lambdacialotrina y que, junto con la vigilancia de control, se lograria evitar
cambios significativos en la susceptibilidad a este insecticida20.

Las esterasas tienen un diverso rango de sustratos (esteres), las cuales se clasifican de
acuerdo a su afinidad con los sustratos (preferencia y especificidad); ademas las pruebas de



inhibicion de la caracterizacion bioquimica de las esterasas ha sido utilizada para clasificar
una variedad de ellas en insectos del género Aedes?®-46.La presencia de bandas de esterasas en
el gel de poliacrilamida en las poblaciones naturales de especimenes adultos de Ae. aegypti
procedentes de los distritos de Laredo (La Libertad) y de Sullana (Piura),asi como en cepa de
referencia Rockefeller susceptible a insecticidas, indicaria que en las bandas no comunes E1,
E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E10, E11, E13, E14 (Tabla 1) estarian evidenciando esterasas
posiblemente involucradas en funciones de detoxificacion de xenobidticos*: 43 porque no se
encuentran en la cepa susceptible Rockefeller. Las bandas comunes reflejarian la presencia de
esterasas que estaria participando en diversas funciones como en el comportamiento
reproductivo, feromonas y el metabolismo hormonal, digestion y la neurotransmision?%: 43,

La clasificacion de las esterasas realizado en base al valor de movilidad relativa (Rm)
permitio determinar a esterasas comunes y no comunes en las dos poblaciones naturales
adultas de Ae. aegypti procedentes de los distritos de Laredo (La Libertad) y de Sullana
(Piura) y una cepa susceptible a insecticidas Rockefeller, observandose una banda
fuertemente tefiida A6 (Rm = 0.634) solo en la poblacion de Laredo, lo que evidenciaria una
hiperactividad de esta enzima. Por otro lado, dentro de las esterasas comunes en las tres
poblaciones (adultos de Ae. aegypti procedentes de los distritos de Laredo - La Libertad y de
Sullana — Piura asi como en cepa de referencia Rockefeller susceptible a insecticidas) se
encontrd a la esterasa B12 con un Rm de 0.238, la cual también ha sido reportado por Vargas
et al'3 como B2 (Rm = 0.23) en poblaciones de Sullana (Piura) y por Chavez et af! en
poblaciones del distrito El Porvenir (La Libertad); la presencia de esta esterasa en la
poblacion de Rockefeller estaria posiblemente involucrada en diversos procesos biologicos
como reguladores de la hormona juvenil, digestién y reproduccion*®; mas no en procesos de
resistencia porque es una cepa susceptible a insecticidas; esto explicaria el 100% de
mortalidad encontrado en los bioensayos de las poblaciones naturales de de Ae. aegypti
procedentes de los distritos de Laredo (La Libertad) y de Sullana (Piura) (Fig. 1 y Fig. 2)

Cabe indicar que existen diversos trabajos en clasificar a las esterasas debido a su
importancia en determinar la variacion genética (permite clasificar poblaciones), asi como su
importancia en la generacion de funciones de resistencia a insecticidas. Bisset ef aZ’han
clasificado como esterasa A4 en poblaciones adultas de Ae. aegypti en Cuba y Venezuela con
un valor de Rm de 0.779 con alta frecuencia ademads de otra esterasa denominada A6 con una
movilidad relativa de 0.61 en poblaciones de Venezuela, la cual ha sido correlacionada con la
resistencia a organofosforados. También se ha identificado la presencia de la esterasa A4 con
Rm de 0.78 solo en poblaciones de Cuba?.

Es importante monitorear permanentemente el estado de susceptibilidad a este piretroide
en las poblaciones debido a que el uso excesivo del insecticida puede ocasionar resistencia,
aumentando las poblaciones que presentan un nivel mayor de estas enzimas en un menor
tiempo que las que no poseen esta condicion, ya que la presion ejercida por el insecticida
puede seleccionar a individuos que presentan enzimas. La resistencia metabolica debido a
esterasas es uno de los mayores problemas en poblaciones de vectores porque su presencia ha
sido correlacionada con la resistencia a dos principales clases de insecticidas como
organofosforados y piretroides20.

CONCLUSIONES

e Las poblaciones naturales de Ae. aegypti procedentes de los distritos de Laredo (La
Libertad) y de Sullana (Piura) son susceptibles a lambdacialotrina.

e Las poblaciones de Ae. aegypti procedentes de los distritos de Laredo (La Libertad),
Sullana (Piura) y la cepa de referencia Rockefeller presentaron 13 bandas no comunes
(E1, E2, E3, E4, ES, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E13 y E14) y una banda comtin (E12).
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